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SOMMAIRE 
 
L’acquisition rapide de résistance aux antibiotiques par Staphylococcus aureus force le milieu 
hospitalier dans ses derniers retranchements au niveau des traitements antibactériens.  Afin de palier à 
ce problème, il est important de continuer à innover dans le développement de composés antibiotiques 
possédant des mécanismes d’action novateurs.  Le groupe de François Malouin a récemment démontré 
que la tomatidine possède une activité antibactérienne et anti-virulence contre différentes souches de 
Staphylococcus aureus, ainsi qu’un potentiel synergique avec les antibiotiques de la famille des 
aminoglycosides.  La cible biologique et le mécanisme d’action de la tomatidine étant à ce jour 
inconnus, nous avons synthétisé une librairie de 34 analogues dans le but de comprendre la relation 
structure-activité de ce composé contre les souches persistantes de Staphylococcus aureus, ainsi que 
dans le but d’améliorer son activité biologique et mieux comprendre son mécanisme d’action.   
 
En nous basant sur l’hypothèse que le squelette stéroïdien standard servait principalement de support 
pour orienter les groupements pharmacophores, nous avons concentré les modifications chimiques sur 
les pharmacophores eux-mêmes, soit à la fonction hydroxyle en position 3 du cycle A, mais aussi à la 
fonction spiroaminocétale constituant les cycles E et F de la tomatidine. 
 
Les modifications de l’hydroxyle ont été effectuées à partir de la tomatidine elle-même.  Nous avons 
testés l’effet de l’inversion de configuration, de l’allylation, de l’oxydation et de la substitution par 
différentes amines en cette position. 
 
Les modifications sur la fonction spiroaminocétale ont été synthétisées à partir de la tomatidine elle-
même, mais également à partir de l’acétate de prégnénolone, un précurseur largement utilisé en chimie 
stéroïdienne.  Dans le premier cas, les modifications ont consisté à synthétiser des analogues de la 
fonction spiroaminocétale bloquée en conformation fermée, ouverte ou partiellement ouverte.  Dans le 
second cas, les modification ont porté sur la synthèse d’analogue de la forme ouverte de la fonction 
spiroaminocétale. 
 
Tous les produits synthétisés ont été envoyés au laboratoire du Pr. François Malouin afin d’être testés 
pour leur activité biologique.  Les composés ont été testés afin de quantifier leur activité biologique 
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contre S. aureus, seul ou en synergie avec la gentamicine, et également pour quantifier leur activité 
biologique contre les variantes de petite colonie de S. aureus, un phénotype bactérien souvent associé à 
des infections récurrentes et difficiles à traiter.  Ces tests ont été effectués par Isabelle Guay, étudiante à 
la maîtrise en biologie à l’Université de Sherbrooke. 
 
Cette étude a mené à l’établissement des fondements de la relation structure-activité de la tomatidine 
envers S. aureus, ainsi qu’à la découverte de certains composés présentant une activité biologique 
améliorée. 
 
Ce travail a permis la rédaction d’un article scientifique intitulé « Unraveling the structure-activity 
relationship of tomatidine, a steroid alkaloid with unique antibiotic properties against persistent forms 
of Staphylococcus », soumis à European Journal of Medicinal Chemistry en juillet 2013, qui est 
présenté en ce mémoire. 
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Tomatidine, Staphylococcus aureus, Variantes à petites colonies, activité antivirulence, activité 
bactériostatique, Chimie médicinale, Stéroïdes alcaloïdes. 
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INTRODUCTION 
Ce mémoire contient les résultats de notre recherche sur la synthèse d’analogues de la tomatidine, un 
projet qui a démarré en janvier 2011, sous la supervision des Professeurs Éric Marsault (département de 
pharmacologie) et François Malouin (département de biologie), avec la collaboration du Professeur 
Kamal Bouarab (département de biologie).  Staphylococcus aureus (S. aureus) est un pathogène 
bactérien responsable de nombreuses infections réfractaires aux traitements, de par ses résistances aux 
antibiotiques, et sa persistance en milieu biologique.
1
  Plusieurs souches de ce pathogène sont 
maintenant considérées multi-résistantes, et leur présence dans le milieu hospitalier est généralement 
associée à une augmentation de la mortalité et de la morbidité dûes aux infections qui en découlent, 
ainsi qu’à une augmentation du coût des traitements.2  La tomatidine est un stéroïde alcaloïde dont 
l’activité contre les souches virulentes et persistantes de S. aureus a été découverte par les équipes 
Professeurs Malouin et Bouarab en 2009.
3
  Ce composé présente une activité anti-virulence contre les 
souches régulières et multi-résistantes de S. aureus,
4
 ainsi qu’une activité bactériostatique contre des 
souches nommées « variantes à petites colonies » (SCVs, small colony variants),
5
 responsables de 
certaines résistances aux antibiotiques ainsi que de la persistance du pathogène in vivo.
6
  De plus, la 
tomatidine montre une action synergique avec les antibiotiques de la famille des aminoglycosides, 
composés maintenant jugés inactifs contre la majorité des souches de S. aureus dû au développement de 
résistance.
4
 
 
Cependant, le mode d’action de la tomatidine ainsi que sa (ou ses) cible(s) biologique(s) chez S. aureus 
sont, à ce jour, toujours inconnus.  Afin d’établir une relation structure-activité primaire entre la 
tomatidine et son effet sur S. aureus, 34 analogues ont été synthétisés, puis testés pour évaluer leur 
synergie avec la gentamicine contre la souche ATCC29213 de S. aureus (similaire aux souches 
normales fréquemment retrouvées).  Les composés ont aussi été testés seuls sur la souche 
NewbouldΔhemB, qui possèdent une déficience dans sa chaîne respiratoire et récapitule le phénotype 
SCV. 
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I.1 Les Bactéries 
 
De nature curieuse, l’homme cherche depuis toujours à comprendre son entourage.  Les connaissances 
développées par les médecins et apothicaires de l’antiquité ont permis d’élaborer les premières 
prescriptions contre de nombreux maux de l’époque.  Leurs études ont également mené aux premières 
classifications de la faune et de la flore en fonction de caractères communs.  Cette science, nommée 
taxonomie, initialement appliquée aux animaux et aux plantes, fut grandement ébranlée par la 
découverte des microorganismes en 1676 par Antonie van Leeuwenhoek.
7
  Leewenhoek a mis à jour 
l’existence d’un domaine entier du vivant inconnu auparavant, et n’ayant aucun trait commun avec le 
reste du vivant connu alors.  Les études subséquentes du 19e et du début du 20e siècle ont permis de 
prouver la grande diversité des espèces bactériennes ainsi que leur différence fondamentale avec les 
espèces de la faune et la flore, et il s’est avéré nécessaire de leur attitrer une catégorie entière au niveau 
du vivant.
8
  La classification du vivant a donc été divisée en deux domaines : les procaryotes et les 
eucaryotes.  
 
I.1.1. Différences entre les organismes procaryotes et les organismes eucaryotes 
 
Les organismes procaryotes et eucaryotes présentent des différences structurales et fonctionnelles 
majeures.  De façon universelle, les cellules eucaryotes ont une organisation interne beaucoup plus 
complexe que les cellules procaryotes, alors que ces dernières présentent une plus grande diversité 
biochimique que les cellules eucaryotes, possédant entre autre la capacité de vivre dans des milieux de 
température, de pH et de composition atmosphérique extrêmes.
9
  
 
La différence la plus facilement observable entre les cellules procaryotes et eucaryotes est le noyau 
cellulaire.  Alors que les cellules eucaryotes présentent un noyau cellulaire, une enveloppe nucléaire 
contenant l’ADN, l’information génétique des procaryotes est laissée libre à l’intérieur de leur cellule.  
Cette absence de noyau a donné son nom à la famille procaryote, du grec pro (avant) et karyon (noyau), 
alors que les cellules humaines, animales et végétales portent le nom d’eucaryotes, provenant de eu 
(vrai) et karyon (noyau).
10
  En plus du noyau, les procaryotes ne présentent pas de plastes tels que la 
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mitochondrie ou le chloroplaste.  Elles n’ont pas de cytosquelette et leur forme est définie par leur paroi 
cellulaire et leur pression interne. 
 
Ces deux classes cellulaires sont également très différentes au niveau de leur taille.  Alors que les 
cellules eucaryotes mesurent en général entre 10 et 100 µm de diamètre, les cellules procaryotes 
mesurent en moyenne 0.5 à 10 µm.  Les plus petites bactéries connues mesurent environ 50 nm de 
diamètre, et sont les plus petits êtres vivants observés.
9a, 10
   
 
Alors que les deux types de cellules possèdent une membrane cellulaire formée d’une bicouche de 
phospholipides, les cellules procaryotes présentent également une paroi cellulaire rigide, formée de 
peptidoglycane et de lipopolysaccharides.  Cette paroi cellulaire empêche les bactéries d’éclater sous 
l’effet de leur imposante pression osmotique interne, et leur confère une forme caractéristique.  Les 
bactéries se retrouvent sous plusieurs formes sphériques, en bâtonnets ou en spirales. 
 
Les bactéries sont divisées en deux grandes familles en fonction de leur paroi cellulaire.  Elles sont 
distinguées par un test de colorimétrie appelé coloration de Gram.  Les bactéries dites à Gram positif 
présentent au niveau de leur membrane cellulaire une épaisse couche de peptidoglycane (Figure I.1).  
Le peptidoglycane est un polymère composé de chaines de polysaccharides ramifiées entre elles par des 
chaines peptidiques. Chez les bactéries à Gram-positif, cette paroi peut aller jusqu’à 80 nm d’épaisseur, 
et permet aux bactéries de supporter des pressions osmotiques internes allant jusqu’à 20 atmosphères.  
Étant la composante structurale qui confère le plus de résistance mécanique à la paroi cellulaire, et étant 
unique aux cellules bactériennes, ce squelette forme une cible de choix pour les antibiotiques.
11
  Les 
Staphylococcus, Enterococcus et Bacillus sont des exemples de bactéries à Gram-positif. 
 
Chez les bactéries dites à Gram-négatif, la couche de peptidoglycane est beaucoup plus mince et permet 
des pressions osmotiques internes allant jusqu’à 5 atmosphères.  Cependant, ces bactéries possèdent une 
seconde membrane cellulaire à l’extérieur de la paroi de peptidoglycane.  (Figure I.1)  Cette membrane, 
tout comme la membrane interne, est composée d’une bicouche phospholipidique.  Cependant, sa paroi 
externe est tapissée d’une couche de lipopolysaccharides.  Cette membrane externe joue deux rôles 
important au niveau de la résistance aux antibiotiques.  Premièrement, elle diminue énormément la 
perméabilité de la paroi cellulaire et empêche la majorité des antibiotiques de se rendre à leur site 
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d’action.  Ensuite, la couche de lipopolysaccharides provoque une importante réponse immunitaire 
lorsque libérée.  Comme ces lipopolysaccharides sont surtout libérées lors de la mort cellulaire, une 
tentative de traitement d’une infection trop importante peut mener à une aggravation des symptômes en 
créant une inflammation aigue.  Les infections causées par les bactéries à Gram négatif sont donc 
beaucoup plus difficiles à traiter que celles causées par les bactéries à Gram positif.  Les Salmonella, 
Escherichia et Pseudomonas sont des exemples de bactéries à Gram négatif.
10
 
 
 
Figure I.1. Schéma de la paroi cellulaire des bactéries à Gram positif  et à Gram négatif.
9a
 
 
Adapté de « Microbiology Principles and Explorations, 6th ed », Jaquelyn G. black,  copyright John Wiley and Sons, inc, 
2005 avec la  permission de John Wiley & Sons, Inc. 
Figure I.2. Structure du peptidoglycane.
10
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Les cellules procaryotes et eucaryotes présentent d’énormes différences au niveau de leur métabolisme.  
Bien que certaines réactions métaboliques, comme la glycolyse, soient conservées chez toutes les 
espèces vivantes, d’autres sont spécifiques à chaque type de cellules, et d’autres encore sont spécifiques 
à chaque espèce.  La biosynthèse de l’acide folique (vitamine B9), par exemple, est retrouvée chez les 
cellules procaryotes, mais pas chez les eucaryotes.
11
  Les cellules procaryotes et eucaryotes présentent 
également des différences majeures au niveau de certaines enzymes essentielles comme les ribosomes.  
Bien qu’ils aient la même fonction, les ribosomes bactériens sont plus petits que les ribosomes 
eucaryotes.
11
  Ces différences enzymatiques et métaboliques peuvent être exploitées afin d’optimiser 
l’action sélective des antibiotiques. 
 
Alors que les cellules eucaryotes possèdent la capacité de s’assembler en organismes multicellulaires et 
de se spécialiser au sein de ceux-ci,
9b
 les cellules procaryotes possèdent une vitesse de reproduction 
remarquable.
12
  Certaines bactéries peuvent se reproduire en moins de 10 minutes,
13
  ce qui permet aux 
bactéries non-pathogènes et pathogènes de coloniser très rapidement les environnements qui leur sont 
favorables. 
 
I.1.2. Occurrence des bactéries et rôle dans le cycle de la vie 
 
Les bactéries forment le type d’êtres vivants le plus répandu sur terre.  Leur nombre est estimé à 5x1030, 
ce qui voudrait dire qu’elles représentent à elles seule plus de biomasse que toutes les espèces de 
plantes et d’animaux réunies.14  On retrouve les bactéries littéralement partout.  On peut en trouver 1 
million dans 1 mL d’eau fraiche, et jusqu’à 40 millions dans 1g de sol.14  Différents types de bactéries 
peuvent être trouvés sous plusieurs centaines de mètre de sol et de rocs, ou encore au fond de la fosse 
des Mariannes,
15
 dans des conditions ou la luminosité et le taux d’oxygène sont très faibles.  Certaines 
d’entre elles survivent dans des milieux extrêmes, ou encore où la composition chimique tuerait tout 
autre être vivant (on les appelle des extrêmophiles).
16
  On peut donc en trouver près des geysers, ou 
encore au sein de communautés biologiques trouvées à proximité de « suintements froids », des 
émanations marines de sulfure d’hydrogène et de méthane sur le plancher océanique.  Cette ubiquité 
reflète la remarquable capacité d’adaptation des bactéries en réponse à des changements de leur milieu. 
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La résistance des différentes espèces bactériennes leur assure donc une omniprésence qu’aucune autre 
catégorie d’êtres vivants ne peut égaler. 
 
La prévalence des bactéries au sein de tous les systèmes biologiques leur permet de jouer un rôle majeur 
dans l’homéostasie de ces systèmes.  Au niveau de la biosphère, un rôle prédominant serait la fixation 
de l’azote moléculaire par les bactéries diazotrophes.17  Elles ont également un rôle prépondérant dans 
le cycle de dégradation de la biomasse, et sont partiellement responsables de l’enrichissement des sols.  
Ce rôle permet en outre de protéger des écosystèmes contre des substances exogènes pouvant être 
nocives aux autres organismes du milieu, un phénomène connu sous le nom de bioremédiation.  Un 
exemple bénéfique de cette bioremédiation serait la disparition d’une immense portion des nappes 
pétrolières sous-marines répandues lors de l’accident Deepwater Horizon, dans le golfe du Mexique, en 
2010.
18
  
 
Les multiples rôles des bactéries dans les écosystèmes de la biosphère sont souvent nécessaires à la 
survie de ces écosystèmes.  Il est probablement juste d’affirmer que sans l’action des bactéries, il n’y 
aurait pas de vie sur terre. 
 
Au sein du corps humain, on peut trouver jusqu’à 100 000 milliards de cellules bactériennes, 
principalement au sein du système digestif et de la peau.  Cela représente environ 10 fois le nombre de 
cellules humaines qui composent notre corps.
19
  Encore une fois, ces bactéries que l’on nomme 
bactéries commensales, jouent des rôles multiples et essentiels dans le bon fonctionnement du corps 
humain.   
 
Au niveau du système digestif par exemple, plusieurs bactéries intestinales sont responsables de la 
conversion de certains polysaccharides en acides gras à courte chaines (acétates, propionates, butyrates) 
au niveau du colon, permettant ainsi de récupérer une portion supplémentaire d’énergie contenue dans 
notre alimentation.
20
  D’autres bactéries sont responsables de la biosynthèse de certaines vitamines, 
dont les vitamines B, H et K,
21
 et jouent donc un rôle important dans l’apport de métabolites essentiels.  
Les bactéries de la flore intestinale jouent également un rôle dans la prévention d’infections par des 
bactéries pathogènes tel Clostridium difficile
21a
, et favorisent également la stimulation du système 
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immunitaire au niveau intestinal.
22
  Leur contribution dans la prévention de certaines réactions 
allergique a également été rapportée.
23
 
 
Au niveau de la flore commensale de la peau, certaines espèces sont également reconnues pour leurs 
fonctions immunitaires.  Pseudomonas aeruginosa, par exemple, sécrète la mupirocine, un composé 
agissant comme antibiotique et antifongique  topique, d’ailleurs commercialisé sous plusieurs marques, 
tel Bactroban®.
24
  Les bactéries de la flore de la peau, bien que souvent inoffensives ou même 
bénéfiques,  représentent cependant une arme à double tranchant.  En cas de lésion, elles peuvent être 
responsables de l’infection des plaies et de diverses complications.24 
 
I.1.3. Bactéries pathogènes 
 
Bien que dans le vaste monde des bactéries, la majorité soit inoffensive, voir bénéfique à l’être humain, 
certaines ont des effets indésirables.  Le corps humain, grâce à ses conditions internes régulées et à son 
métabolisme assurant la répartition de nutriments et d’oxygène, forme une niche idéale à la 
reproduction d’espèces bactériennes exogènes.  Afin d’éviter la colonisation par des bactéries (ou autres 
pathogènes) parasites, ou ayant des effets indésirables, le corps humain est doté d’un système 
immunitaire dont le rôle est d’empêcher l’intrus de s’établir à l’intérieur du corps et d’en troubler 
l’homéostasie.  Le corps humain impose donc une pression sélective sur tout organisme exogène 
voulant y pénétrer.  Les bactéries endogènes sont adaptées aux défenses immunitaires et peuvent 
survivre, tandis que et les organismes exogènes meurent… ou s’adaptent.  Comme mentionné 
précédemment, les bactéries ont un temps de reproduction très court.  Cette caractéristique, combinée 
avec leur nombre imposant, engendre des adaptations rapides, leur offrant l’opportunité de s’adapter 
aux défenses immunitaires.  Ces adaptations sont multiples et variées.  Certaines développent une 
résistance directe aux effets du système immunitaire.  D’autres adaptent des méthodes leur permettant 
de se dérober à ses effets.  D’autres encore vont synthétiser des facteurs de virulence, des protéines 
affaiblissant les défenses de l’hôte.25  Ces adaptations seront couvertes à la section I.2.3.  Suite à la 
survie de ces espèces exogènes, le corps humain peut également exprimer des réactions exagérées vis-à-
vis de ces corps étrangers, réactions pouvant être plus dangereuses encore que les pathogènes eux-
mêmes pour la santé de l’hôte. 10, 26   
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Ces adaptations engendrent une défaillance au niveau du système immunitaire et vont permettre 
l’infection ou encore l’apparition de nombreuses pathologies, dont plusieurs ont ébranlé l’histoire.  Au 
14
ème
 siècle par exemple, le bacille Yersinia pestis fut responsable de l’épidémie de peste noire, une des 
plus meurtrières de l’histoire, décimant le quart de la population européenne en quelques années.27  
D’autres pathologies d’origine bactérienne très connues seraient la syphilis, transmise par Treponema 
pallidum, le tétanos de Clostridium tetanis, la fièvre typhoïde, transmise par Salmonella typhi ou encore 
la tuberculose de Mycobacterium tuberculosis, occasionnant encore 1.5 millions de morts par année.  
L’apparition des antibiotiques vers la moitié du 20e siècle fut d’une grande aide contre les bactéries 
pathogènes, et a permis de traiter nombre des infections bactériennes qui auparavant étaient létales.  
Cependant, à cause de leur potentiel d’adaptation, celles-ci reviennent aujourd’hui en force.  Les 
bactéries problématiques contemporaines, tel Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, 
présentent de nombreuses résistances envers nos antibiotiques modernes, et posent un stress majeur sur 
notre système de santé.
28
 Par conséquent, la recherche d’antibiotiques est un enjeu majeur qui nous 
permet de contrôler la propagation de ces espèces. 
 
I.2 Les antibiotiques 
 
I.2.1. Aire pré-antibiotique 
 
Les pathogènes et autres maladies ont depuis longtemps poussé l’homme à essayer de trouver des 
remèdes.  N’ayant pas nos connaissances de chimie, de pharmacologie et de médecine, ni nos 
techniques modernes, les savants de l’époque ancienne se sont tournés vers la nature pour découvrir des 
remèdes aux maux les affligeant.  Les plantes, plus particulièrement, ont fourni la majorité des remèdes 
de l’époque.  Un des plus vieux compendia de remèdes de l’histoire, les papyrus d’Ebers (Égypte, 1550 
BC), faisait déjà mention de l’usage de nombreux alcaloïdes, d’huiles essentielles et de térébenthine, 
tous isolés de plantes.  D’autres compendia du genre existent, tel le Ayurveda (Inde, 900 BC), faisant 
mention entre autre de plantes hallucinogènes (cannabis, datura) et de Rauvolfia serpentia (source de 
réserpine, un hypotenseur).
29
  Ces textes se sont multipliés au cours de l’histoire, tant par leur nombre 
que par leur contenu.  Le Pen ts’ao kang mu, écrit en chine au 16e siècle, contenait plus de 11000 
prescriptions et référençait près de 2000 herbes médicinales.  De nos jours, les composés isolés des 
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plantes sont encore utilisés comme source de diversité chimique dans les processus de recherche de 
nouveaux médicaments.
30
  Les produits d’origine biologique présentent souvent des structures 
polycycliques et tridimensionnelles beaucoup plus complexes que les produits d’origine synthétique, et 
permettent l’introduction d’une grande diversité chimique dans les processus de criblage.  La 
tomatidine, comme son nom l’indique, est isolée entre autre des plants de tomates, et présente des 
activités antibiotiques encore méconnues au niveau de Staphylococcus aureus. 
 
Les traitements d’époque contre les infections étaient principalement des extraits de composés naturels.  
Il s’agissait souvent d’extraits de plantes ou de moisissures dont les effets avaient été découverts de 
façon empirique, sans aucune connaissance de la cause de l’infection. Malgré la découverte des 
bactéries au 17e siècle,
7
 il a fallu attendre Agostino Bassi , au 18e siècle, pour associer la propagation 
de certaines infections à celles-ci. 
31
  Malheureusement, aucun traitement spécifique n’existait à 
l’époque.  En 1877, Louis Pasteur et Robert Koch ont documenté le premier effet antibiotique observé. 
Certains organismes retrouvés en suspension dans l’air avaient le potentiel d’inhiber la croissance de 
Bacillus anthracis lorsqu’ils en contaminaient les cultures.  Pasteur suggéra l’importance de ce 
phénomène pour de futures thérapies.
32
  Le premier antibiotique reconnu fut l’arsphénamine (Figure 
I.3.) (Salvarsan), inventé par l’équipe de Paul Ehrlich en 1910.  Dérivé d’une teinture utilisée pour 
colorer les cellules bactériennes, Ehrlich a permis la mise en marché d’un composé tuant 
spécifiquement les cellules de Treponema pallidum, responsable de la syphilis, tout en épargnant les 
cellules de l’hôte33.  
As
As
HO
OH
NH2
H2N
 
Figure I.3. Structure de l’asphénamine.  
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I.2.2. Mise en marché des antibiotiques 
 
I.2.2.1. Le prontozil et les sulfonamides 
 
Suivant l’inspiration de l’arsphenamine, la compagnie Bayer s’est mise à la recherche d’autres teintures 
possédant des effets antibactériens.  Ces recherches ont mené à la découverte du Prontosil, le premier 
antibiotique à large étendue d’action, ainsi que le premier antibiotique de la famille des sulfamides.34  
L’arrivée du Prontosil sur le marché, dans les années 1930, fut une véritable bénédiction dans la lutte 
contre les infections.  Par exemple, il fit chuter le taux de mortalité de la méningite méningococcique de 
70-90% à environ 10%.
35
  Cependant, cet antibiotique était actif seulement contre les bactéries Gram-
positives, et présentait donc des limites au niveau de son spectre d’action. 
 
 
Figure I.4. Le Prontosil.  
 
   
Le Prontosil est une prodrogue (Figure I.4).  Il s’agit d’un composé inactif biologiquement, mais qui est 
métabolisé par le corps humain en sulfanilamide, un analogue structural de l’acide p-aminobenzoïque, 
(Figure I.4.) qui agit comme inhibiteur de la biosynthèse de l’acide folique (vitamine B9).
11
  L’acide 
folique est une coenzyme importante dans la synthèse de précurseurs d’ADN et d’ARN, qui nécessite 
l’acide p-aminobenzoïque comme précurseur.  Ce composé est donc non-toxique pour les humains et 
les animaux qui, contrairement aux cellules procaryotes, ont la capacité d’absorber la vitamine B9 à 
partir de leur alimentation.   
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I.2.2.2. Les pénicillines et les β-lactames 
 
En 1928, Alexander Flemming a accidentellement découvert que, dans les bonnes conditions de 
croissance, un champignon du nom de Penicillum rubens sécrétait une substance aux propriétés 
antibiotiques : la pénicilline.  Le potentiel antibiotique de ce composé fut mis à jour au début des années 
1930.
36
  Ce composé était initialement utilisé en application topique pour le traitement d’infections 
cutanées et oculaires.  Il fallut attendre le début des années 1940 avant de voir des applications 
intraveineuses.  De nos jours, bien que toutes les bactéries infectieuses présentent des souches 
résistantes à la pénicilline et ses analogues, il s’agit encore d’une des familles d’antibiotiques les plus 
utilisées, grâce à sa faible toxicité et à sa grande efficacité contre les souches susceptibles. 
 
Les pénicillines font parties de la famille des β-lactames.  Ces antibiotiques ont pour cible la synthèse 
de peptidoglycane au niveau de la paroi cellulaire.  Les β-lactames sont donc actives autant sur les 
bactéries Gram-positives que Gram-négatives, ce qui en fait l’une des classes d’antibiotiques possédant 
la spectre d’action le plus large.  Ces antibiotiques sont des analogues de la chaine terminale D-alanyl-
D-alanine des sous-unités de peptidoglycane.  Ce motif est normalement reconnu par les enzymes 
transpeptidases, qui utilisent ces résidus terminaux pour relier entre elles les chaines NAMA-NAG du 
peptidoglycane.
37
  Les pénicillines se lient de façon covalente à ces transpeptidases, empêchant 
effectivement l’implantation de la structure finale de la paroi de peptidoglycane.  La cellule bactérienne 
ne peut ensuite plus maintenir sa forme et gonfle jusqu’à éclatement sous l’effet de son importante 
pression osmotique interne.  Puisqu’elle a comme cible la biosynthèse de peptidoglycane, cette famille 
d’antibiotiques est évidement non-toxique pour les cellules eucaryotes, ainsi que pour les cellules 
procaryotes ne présentant pas de peptidoglycane.   
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Figure I.5. Effet des β-lactames sur la biosynthèse de peptidoglycane.11 
 
I.2.2.3. L’âge d’or du développement des antibiotiques 
 
Les années 1940 ont marqué le début d’une période de développement frénétique de nouveaux 
antibiotiques.  Durant 20 ans, les chercheurs ont mis à jour une vingtaine de nouvelles classes 
d’antibiotiques. 
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Figure I.6. Diversité structurale parmi les β-lactames11, 38 
 
Le succès des pénicillines a inspiré la découverte de nombreuses autres classes d’antibiotiques de la 
famille des β-lactames.  La famille des céphalosporines, par exemple, fut isolée pour la première fois en 
1948 à partir du champignon Cephalosporium acremonium, et présente un spectre et un mécanisme 
d’action très similaires aux pénicillines.39  L’apparition de résistance induite par les β-lactamases, une 
famille d’enzymes clivant le noyau β-lactame rendant celles-ci inactives, dirigea la recherche vers le 
développement de nouvelles approches.  Les familles des monobactames, tel l’aztreonam, et des 
carbapénèmes, tel l’imipenem par exemple, présentent une affinité réduite envers les β-lactamases, tout 
en conservant une bonne activité contre les transpeptidases.
37, 40
  À l’opposé, l’usage de composés 
inactivant les β-lactamases, tel l’acide clavulanique et le sulfabactame, permet un traitement synergique 
avec les pénicillines et céphalosporines qui seraient autrement inactives.
37
 
 
De nombreuses classes ciblant la synthèse peptidique chez les bactéries ont vu le jour.  Les 
aminoglycosides (1944),
41
 tétracyclines (1948),
42
 macrolides (1952),
43
 et lincosamides (1963), par 
exemples, sont tous des antibiotiques interférant avec la synthèse protéique au niveau du ribosome, soit 
par interférence entre les mécanismes de reconnaissance des bases, ou encore par inhibition des 
multiples étapes permettant l’élongation des chaines peptidiques.  Certains polypeptides, comme la 
bacitracine (1948),
44
 présentent des effets cytotoxiques chez la bactérie.  Les glycopeptides comme la 
vancomycine (1953)
45
 inhibent la biosynthèse de peptidoglycane en empêchant l’élongation des chaines 
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glucidiques formant la structure de base de celui-ci, et en réduisant la réticulation de ces chaines.  
D’autres classes ciblent la réplication de l’ADN.  Les quinolones (1962)46 inhibent à la fois les 
topoisomerases II et IV, et ainsi affectent le processus de repliement de l’ADN. 
 
Ces classes d’antibiotiques, ainsi qu’une myriade d’autres antibiotiques n’appartenant à aucune grande 
classe, ont marqué l’âge d’or des antibiotiques.  Le développement d’agents antibactériens était si 
rapide et si efficace que les chercheurs ont commencé à croire que la guerre contre les bactéries était 
gagnée.  Cependant, les bactéries ont montré leur capacité à s’adapter rapidement aux antibiotiques via 
le développement de mécanismes de résistance. 
 
I.2.3. Apparition de résistances, impacts en découlant 
 
La capacité d’adaptation des bactéries présente un obstacle majeur lors des processus de développement 
de nouveaux antibiotiques.  La combinaison de leur très court temps de reproduction et du très grand 
nombre d’individu au sein d’une infection leur procurent la capacité d’évoluer très rapidement.12  Lors 
du traitement d’une infection, cette capacité d’évolution peut ultimement mener à une mutation de l’une 
des cibles impliquées dans le mécanisme d’action de l’antibiotique, qui rendra celui-ci moins efficace.  
La bactérie portant la mutation possède donc de meilleures chances de se reproduire et de donner 
naissance à une nouvelle génération de bactéries elles aussi résistantes  à l’antibiotique en question.  On 
observe donc un processus de sélection naturelle induite par la pression évolutive exercée par 
l’antibiotique.12  Ce phénomène, appelé résistance, est observé chez tous les antibiotiques mis en 
marché à ce jour.  Dans de nombreux cas, l’apparition de résistances est très rapide (Figure I.7).34 Chez 
S. aureus, par exemple, les résistances à la pénicilline G, à la méthiciline ainsi qu’à la daptomycine sont 
toutes apparues moins de 2 ans après l’introduction de ces nouveaux antibiotiques sur le marché.47  Les 
mutations engendrant la résistance peuvent être classées en deux catégories : les adaptations spécifiques 
aux antibiotiques et les défenses non spécifiques.  
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  Reproduit de Future Microbiology, October 2010, Vol. 5, No. 10, Pages 1553-1579 avec la  permission de Future Medicine 
Ltd 
Figure I.7. Mise en marché de certaines familles d’antibiotique, et apparition de résistances les 
concernant. 
48
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I.2.3.1. Défenses bactériennes spécifiques à l’antibiotique 
a) Altération de la cible
b) Contournement enzymatique
A+B AB
e) Surproduction de la cible
d) Altération ou inactivation enzymatique
c) Diminution de l'internalisation cellulaire
 
Adapté avec la permission de Macmillan Publishers Ltd pour le compte de Cancer Research UK : Nature Reviews Drug 
Discovery
49
, Copyright 2002 
Figure I.8. Modes de résistances spécifiques aux antibiotiques.
49
  
 
Les défenses bactériennes spécifiques proviennent en général d’altérations génétiques au niveau de la 
cellule bactérienne visée.  Elles peuvent provenir de deux sources.  La première source d’altérations se 
situe au niveau des enzymes impliquées dans la réplication de l’ADN dans le cycle de reproduction 
bactérien.
12
  Ces enzymes font régulièrement des erreurs au niveau de la sélection des bases d’ADN et 
au niveau des mécanismes de correction de celles-ci.
12
  Dans la majorité des cas, les mutations induites 
provoquent la mort de la bactérie ou encore une diminution de ses capacités métaboliques, et cette 
mutation se fera éliminer par sélection naturelle.  Certaines mutations, cependant, augmentent la 
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tolérance de la bactérie envers l’antibiotique, et lui permettent de survivre et de se reproduire en sa 
présence.
12, 34, 50
  Plusieurs mutations successives permettent à la bactérie d’acquérir graduellement des 
résistances beaucoup plus élevées.   En présence d’antibiotiques, certains pathogènes augmentent même 
le nombre d’erreurs dans la réplication d’ADN, ce qui a pour effet d’augmenter la fréquence des 
mutations.
12, 34, 50
  Les mécanismes de résistance pouvant être associés à ces mutations dites endogènes 
sont l’altération de la cible biologique, la surexpression ou l’inactivation de la cible biologique, la 
diminution de la perméabilité membranaire, la sur-activation des pompes à efflux qui excrètent 
l’antibiotique de la cellule bactérienne, etc.12, 34, 50  La seconde source d’acquisition de résistances est 
exogène.  Par un processus appelé transfert de gène horizontal, deux bactéries peuvent s’échanger de 
l’information génétique par l’intermédiaire de plasmides ou autres éléments génétiques mobiles.10, 51  
En fusionnant leur paroi cellulaire, deux cellules bactériennes peuvent transférer un brin d’ADN qui 
sera transcrit par les enzymes de la cellule réceptrice et intégré dans le matériel génétique de cette 
dernière (Figure I.9.). Ces transferts, permettent à une souche bactérienne d’acquérir des éléments de 
résistance développés par d’autres souches bactériennes s’étant depuis longtemps adaptées à l’effet 
antibiotique les menaçant.  Par ce phénomène, on peut observer les mêmes mutations que par transfert 
de gène horizontal, mais aussi l’apparition de résistances beaucoup plus soudaines.  On peut penser 
entre autre à la production d’enzymes dégradant les antibiotiques, ou encore à l’apparition d’une 
nouvelle voie biologique contournant le mécanisme ciblé par l’antibiotique.50, 52 
 
 Source: « Microbiology Principles and Explorations, 6th ed », Jaquelyn G. black,  copyright John Wiley and Sons, inc, 2005 
avec la  permission de John Wiley & Sons, Inc. 
Figure I.9. Transfert de gène horizontal par conjugaison.
10
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I.2.3.2. Variantes à petites colonies 
 
En plus des mutations spécifiques aux antibiotiques, les bactéries possèdent une vaste gamme de modes 
de défense non-spécifiques.  Parmis ces défenses se trouvent les variantes à petites colonies, ou "small 
colony variants" (SCVs).  Les SCVs sont caractérisées par une croissance plus lente que la normale 
ainsi qu’une absence de pigmentation, et forment des colonies bactériennes de petite taille.6, 53  Des 
mutations au niveau des gènes responsables de la sécrétion de l’hème et de la ménaquinone, molécules 
impliquées dans la respiration cellulaire, engendrent une défectuosité au niveau de la chaine respiratoire 
de la cellule.
6, 54
  Puisque cette fonction joue un rôle vital dans la biosynthèse d’acides gras, de glycérol 
et d’ATP, son inhibition résulte en une diminution de la croissance et un ralentissement du métabolisme 
cellulaire.
54
  La mutation provoquant le phénotype SCV est réversible, et les souches normales tendent 
à cohabiter avec les SCVs en milieu biologique.
53
 
 
 
Figure I.10. Relation entre S. aureus et ses variantes de petites colonies.  
 
Chez S. aureus, les SCVs ont souvent été associées à une augmentation de la résistance aux 
antibiotiques, ainsi qu’à une persistance in vivo permettant des infections récurrentes.6, 53-55  Par 
exemple, les SCVs sont beaucoup plus  résistantes aux aminoglycosides que les souches régulières.
4-5, 55
  
Cette augmentation de résistance peut être associée à plusieurs facteurs.  D’abord, puisque la chaine 
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respiratoire est directement liée à la force proton-motrice et l’action des pompes à efflux de la cellule, 
son affaiblissement peut mener à une diminution de l’absorption cellulaire de certains antibiotiques 
nécessitant un gradiant de proton pour entrer dans la bactérie ou être expulsé de la cellule.  De plus, les 
souches du phénotype SCV présentent une surproduction d’adhésines, des protéines responsables de 
l’ancrage bactérien en milieu biologique.  Ces protéines aident donc à la colonisation de la bactérie, et 
permettent jusqu’à son internalisation au sein des cellules de l’hôte.  Ce phénomène d’internalisation 
permet à la bactérie de croître au sein d’une cellule de l’hôte tout en échappant à son système 
immunitaire et à certains antibiotiques incapables de pénétrer les cellules eucaryotes.  La mort de la 
cellule hôte relâche les cellules bactériennes et permet une récurrence de l’infection bien après la fin du  
traitement.
53
  En quelque sorte, dans un phénotype SCV, la cellule bactérienne se « met à l’abri » dans 
un état de dormance réversible, ce qui constitue une réserve de bactéries difficile à détecter et à traiter. 
Finalement, le phénotype SCV favorise la production de biofilm (voir section I.2.3.3). 
 
Le phénotype SCV permet donc une meilleure résistance aux antibiotiques et aux défenses 
immunitaires, ainsi qu’une persistance en milieu biologique pour les bactéries pathogènes.  De plus, 
leur croissance lente, leur capacité d’invasion des cellules de l’hôte et leur sous-expression d’exotoxines 
les rendent très difficiles à détecter et à caractériser, ce qui rend difficile leur diagnostic et augmente les 
chances de récurrence d’infections. 
 
I.2.3.3. Les biofilms 
 
Parmi les défenses constitutives des bactéries se trouve également le biofilm.  Le biofilm est une 
matrice extracellulaire complexe, formée de protéines, de polysaccharides, d’ADN et de cellules 
bactériennes mortes
53, 56
 entourant une colonie bactérienne fixée à une surface ou un tissu biologique.  
La synthèse de biofilm est régulée par un ensemble de mécanismes complexes permettant la détection 
du quorum,
57
 un mécanisme de régulation de l’expression de certains gènes en fonction de la densité 
cellulaire d’une colonie bactérienne.58  Les bactéries sécrètent des messagers chimiques leur permettant 
de détecter leur voisines, et ainsi de synchroniser certains comportements comme la sécrétion du 
biofilm.
56
  Le biofilm est donc un mécanisme de défense colonial.  
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Le biofilm permet aux colonies bactériennes de survivre à des chocs environnementaux comme la 
dessiccation ou une vague de chaleur.  Au sein du corps humain, il empêche la diffusion des 
macrophages et empêche leur action au niveau des bactéries pathogènes.
56
  Il agit également de 
nombreuses façons au niveau des antibiotiques.  Il diminue fortement la diffusion de plusieurs d’entre 
eux, et donne ainsi un temps supplémentaire pour l’adaptation de la colonie aux antibiotiques.59  La 
matrice extracellulaire peut également lier ou dégrader certains antibiotiques.
56
  La présence de cellules 
mortes au sein du biofilm peut également diluer la concentration d’un antibiotique et ainsi diminuer son 
effet.  Finalement, le biofilm affecte la diffusion des nutriments et de l’oxygène de la même façon que 
celle des antibiotiques.
56
  Les bactéries au sein d’un biofilm montrent donc une certaine adaptation au 
stress oxydatif.
53
  L’absence de nutriments et d’oxygène tend également à favoriser le phénotype SCV 
mentionné à la section précédente. 
53
 Les cellules bactériennes au sein d’un biofilm peuvent entrer en  
phase dormante, où elles cessent les activité métaboliques associées à la croissance.
57a
 Elles perdent 
ainsi leur susceptibilité à de nombreux antibiotiques qui ciblent précisément leur métabolisme, et 
forment une autre source de persistance et d’infections chroniques. 
 
I.2.3.4. La multi-résistance 
 
Les défenses constitutives des bactéries, couplées au développement de résistances spécifiques, offrent 
aux bactéries un vaste éventail de défense contre les antibiotiques.  Il n’est donc pas surprenant de voir 
des bactéries pathogènes multi-résistantes apparaitre.  La multi-résistance se caractérise par la capacité 
de résister à une vaste gamme d’antibiotiques, et représente actuellement un problème de santé majeur.  
Bien que la majorité des pathogènes reste susceptible aux antibiotiques, le groupe ESKAPE 
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacer baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa, et la famille des Enterobacter)
28, 60
 constitue la grande majorité des 
infections nosocomiales.  Les pathogènes multi-résistants du groupe ESKAPE sont souvent 
responsables de l’augmentation de la mortalité, de la morbitidé (l’impact sur la condition de vie du 
patient) et des coûts associés à ces infections.
2, 53
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I.2.4. Le gap innovationnel dans la recherche sur les antibiotiques 
 
Entre les années 1930 et 1962, plus de 20 classes d’antibiotiques ont été découvertes et mises en 
marché.
34
  Cependant, depuis la mise en marché  de l’acide nalidixique en 1962, seulement 3 nouvelles 
classes d’antibiotiques ont été mises en marché, en commençant par le linezolid en 2000.49  (Figure I.7.) 
Durant les quatre décennies séparant l’apparition de ces composés, les seuls antibiotiques mis en 
marché étaient des composés de seconde génération, des composés portant des modifications mineures 
et utilisant le même mécanisme d’action que les autres composés de la même classe.  Dans une situation 
où les bactéries pathogènes développent de plus en plus de résistances, ce gap innovationnel fait sonner 
l’alarme dans le domaine de la santé. 
 
Ce gap peut être expliqué de nombreuses façons.  Alors que les criblages phénotypiques (voir section 
I.3.3.1) commençaient à diminuer en efficacité, les chercheurs se sont tournés vers le séquençage 
génomiques et le criblage à haut débit, permettant l’identification des cibles essentielles et le 
développement rapide de composés attaquant ces cibles.  Malgré leur grande utilité dans plusieurs 
domaines pathologiques, tels que les infections virales, ces méthodes n’ont abouti à aucune nouvelle 
classe d’agents antibactériens.35a, 48, 61  Plusieurs explications existent pour justifier ce phénomène.  
Généralement, les approches génomiques suivent l’approche « une cible, un pharmacophore » suivant 
laquelle les cibles identifiées peuvent être conservées au travers de multiples espèces bactériennes, mais 
en général une seule cible biologique codée est ciblée.  Cependant, les antibiotiques ayant eu le plus de 
succès affectent une famille entière de cibles (comme les β-lactames)50, visent plusieurs cibles dans le 
même processus biologique (comme les quinolones)
12, 50
, ou encore plusieurs cibles indépendantes dans 
la bactérie (comme les aminoglycosides).
62
  Les cibles identifiées par approche génomique présentent 
donc d’importantes limitations par rapport aux cibles visées par les antibiotiques sur le marché.63 
 
La pénurie d’antibiotiques est également associée à des phénomènes économiques et commerciaux.  
Contrairement aux agents antiviraux ou aux médicaments ciblant des désordres génétiques, les 
antibiotiques sont auto-obsolescents.  Un antibiotique est utilisé pour éliminer une infection 
bactérienne, et sa nécessité est contrée par sa propre action.
63
  Par conséquent, plus un antibiotique est 
efficace, et plus il sera utilisé dans des conditions restreintes, ce qui vient réduire la taille du marché 
commercial. De plus, les organismes règlementaires responsables de l’acceptation des nouveaux 
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médicaments resserrent les normes et demandent de plus en plus de tests, ce qui engendre une 
augmentation des dépenses lors des essais cliniques.
48-49
  Ces deux phénomènes, combinés avec la 
difficulté de trouver de nouveaux mécanismes d’action et l’apparition de résistance, ont poussé 
plusieurs compagnies pharmaceutiques à délaisser la recherche de composés antibactériens.
34-35, 48-49
   
 
I.3 Mode d’action des antibiotiques 
 
I.3.1. Cibles bactériostatiques et bactéricides 
 
L’efficacité et le potentiel d’utilisation d’un antibiotique dépend toujours de sa cible biologique.  Au 
niveau des antibiotiques bactéricides et bactériostatiques, les cibles biologiques sont des enzymes, des 
récepteurs ou encore des structures cellulaires impliquées dans des processus biologiques essentiels à la 
survie et au développement des cellules bactériennes.  Ces cibles biologiques présentent des points 
communs, essentiels à une bonne activité antibiotique, et toute nouvelle cible antibactérienne exploitée 
devrait présenter des caractéristiques similaires pour posséder un bon effet antibiotique. 
 
Le processus biologique ciblé doit d’abord et avant tout être essentiel à la survie ou au développement 
de la bactérie.  Alors que la modulation partielle d’une cible biologique suffit à traiter de nombreuses 
pathologies d’origine virale ou génétique, l’objectif des composés antibiotiques est d’éradiquer les 
pathogènes provoquant l’infection. L’inhibition de la cible biologique doit donc entrainer la mort 
bactérienne, ou au moins l’arrêt de la prolifération.50, 63 
 
La cible doit également être spécifique aux cellules procaryotes.  Afin d’assurer un bon effet 
antibiotique, les composés antibactériens sont souvent administrés en forte dose afin d’assurer une 
concentration efficace au niveau de l’infection.63  L’attaque d’une cible existant également chez les 
eucaryotes augmente les risques de toxicité et d’effets secondaires.  Certaines cibles communes peuvent 
exister, mais elles doivent être  non-essentielles à la survie des cellules eucaryotes, comme l’enzyme 
peptide déformylase présente également dans les mitochondries.
64
  En regard à la sélectivité, les cibles 
biologiques bactériennes peuvent être divisées en trois catégories en fonction des processus biologiques 
qu’elles modulent.11  Les mécanismes de classe 1 sont les mécanismes impliqués dans la conversion du 
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glucose en énergie et dans la biosynthèse de métabolites primaires (acides aminés, lactate, acétate).  Ces 
mécanismes essentiels étant très conservés au niveau du vivant, il est difficile d’obtenir une ségrégation 
entre les cellules procaryotes et eucaryotes lorsqu’on cherche à les moduler.  Cette classe offre donc de 
mauvaises cibles biologiques.  Les mécanismes de classe 2 sont les mécanismes impliqués dans la 
biosynthèse de petites molécules.  Il est déjà possible d’y observer de bonnes différences au niveau des 
mécanismes biologiques.  Par exemple, la biosynthèse de l’acide folique est la cible des antibiotiques de 
la famille des sulfonamides et du trimethoprime.  Les cellules eucaryotes doivent absorber l’acide 
folique provenant de l’alimentation de l’individu, et ne présentent pas ce mécanisme.  La troisième 
classe implique les mécanismes responsables de la biosynthèse de macromolécules.  Les cellules 
procaryotes présentent des différences majeures au niveau des enzymes responsables de la biosynthèse 
des protéines, d’ADN et de peptidoglycane (absent chez les eucaryotes).  Cette classe de mécanismes 
biologiques offre donc une niche considérable, sélective et essentielle au développement des bactéries. 
Un autre point d’importance est la conservation de la cible chez les différentes espèces bactériennes, qui 
dicte l’étendue du spectre d’action de l’antibiotique.49-50, 63  Un antibiotique à large spectre d’application 
présente des avantages non négligeables par rapport à un autre à spectre d’application restreint.  
D’abord, il élimine le besoin de développer un antibiotique par espèce bactérienne.  De plus, en cas 
d’infection nécessitant un traitement rapide, il permet de commencer le traitement sans nécessiter un 
diagnostic poussé sur la nature de l’infection bactérienne.65  À l’opposé, un antibiotique à spectre étroit 
présente l’avantage d’être plus sélectif et d’épargner la flore commensale de l’être humain.  Il présente 
donc moins de risque de causer des effets secondaires. 
 
De façon similaire, un antibiotique attaquant une famille de cibles homologues aura un avantage par 
rapport à un antibiotique ciblant une cible unique.  Les fluoroquinolones, par exemples, attaquent les 
enzymes homologues ADN topoisomérase II et IV.
47b
  L’attaque de plusieurs cibles essentielles impose 
une évolution simultanée des cibles impliquées et diminue fortement les chances d’apparition de 
résistance par mutations.
47b, 66
 
 
De nombreux autres facteurs sont essentiels à l’usage d’une bonne cible biologique.  La cible 
biologique présente-t-elle un site actif accessible par un composé exogène? Est-il possible de planifier 
des essais de criblage sur cette cible?  Y a-t-il des médicaments visant cette cible ou une cible 
analogue?  Ces critères sont souvent référés comme le potentiel de « médicamenter »  la cible 
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(druggability).
50, 63
 Ces facteurs, souvent difficiles à prévoir, contribuent au risque associé à la cible et 
sont la cause de nombreux échecs dans le processus de découverte de médicaments. 
 
I.3.2. Cibles non-essentielles 
 
De nouvelles approches pour le développement d’agents antibactériens sont en cours d’apparition.  Afin 
de développer des antibiotiques limitant l’apparition de résistances, certaines cibles biologiques non-
essentielles pourraient être visées.
64
  Viser des cibles non-essentielles n’induirait pas la mort 
bactérienne, et on pense que cette approche serait moins susceptible de favoriser le développement de 
résistance par pression sélective.
57b
  Cependant, il faut bien sûr que l’antibiotique serve à contrer 
l’infection d’une quelconque façon.  Deux de ces approches sont mentionnées ici : les agents 
potentiateurs et les agents antivirulence
3
. 
 
Les agents potentiateurs sont des produits qui augmentent l’effet d’un antibiotique en contrant les 
défenses constitutives des bactéries envers celles-ci.  Une classe d’agents potentiateurs bien connue est 
la famille des anti β-lactamases.38    Les anti β-lactamases sont une classe de composés présentant peu 
d’activité antibactérienne à eux seuls.  Cependant, ils inhibent les enzymes β-lactamases, principales 
responsables de la perte d’activité des pénicillines et autres β-lactames.  Ces composés peuvent donc 
redonner leur activité biologique à une classe d’antibiotique rendue obsolète.  Un phénomène similaire 
est observé avec la 7-hydroxytropolone, qui inhibe l’aminoglycoside-2"-O-adenylyltransferase, une 
enzyme permettant la désactivation des aminoglycosides.
67
  Un autre mode d’action des agents 
potentiateurs est l’inhibition de certaines pompes à efflux.  Plusieurs composés naturels sont reconnus 
pour affecter les pompes à efflux, et certains d’entre eux permettent de contrer la résistance aux 
antibiotiques par efflux.  Un des modes de résistance aux tétracyclines développé par S. aureus, par 
exemple, est la modulation de la pompe à efflux Tet(K).  Il a été démontré que le gallate 
d’épigallocatéchine, un composé extrait du thé vert, inhibe cette pompe à efflux et augmente l’activité 
des tétracyclines chez des souches de S. aureus autrement résistantes.
3, 68
 
 
L’atténuation des facteurs de virulence est une autre cible présentant un potentiel antibactérien.  Lors 
d’une infection, les bactéries utilisent leurs facteurs de virulence pour adapter leur environnement et 
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leur permettre de se reproduire et de survivre.  Les facteurs de virulence associés à la détection du 
quorum, par exemple, permettent aux bactéries de modifier leur comportement biochimique lorsqu’elles 
sont en colonies.
69
  L’inhibition des mécanismes permettant la détection du quorum est reconnue pour 
affecter la biosynthèse de certaines molécules,
69a
 dont la production de certaines exotoxines.
70
  Comme 
la formation de biofilm est souvent quorum-dépendante, l’inhibition de ce mécanisme priverait 
également les bactéries d’une forme de défense constitutive très efficace.  L’utilisation de composés 
ciblant la production d’exotoxines est également un objectif intéressant.  Chez S. aureus, par exemple, 
la production d’adhésines et de nombreuses toxines permet l’adhésion du pathogène dans le corps 
humain, l’hémolyse et l’affaiblissement du système immunitaire.4, 55 L’inhibition de ces exotoxines et 
des facteurs de virulence les encodant pourrait empêcher les bactéries de se développer en colonies, et 
réduire l’affaiblissement du système immunitaire par les toxines.  Le corps humain pourrait donc 
reprendre le dessus et contrer l’infection de lui-même. 
 
Ces deux catégories de cibles présentent l’avantage de ne pas induire directement la mort bactérienne, 
donc de diminuer l’apparition de résistances vis-à-vis les antibiotiques utilisés.  Ce sont également ces 
processus biologiques qui seront ciblés par l’action de la tomatidine, composé sur lequel est basé le 
projet actuel. 
 
I.3.3. Méthodes de découverte de nouvelles familles d’antibiotiques 
 
I.3.3.1. Approche ciblo-centrique 
 
Finalement, vu l’approche que nous utilisons dans ces travaux, il convient de dire quelques mots sur 
deux grandes approches qui cohabitent dans la découverte du médicament : l’approche phénotypique, 
qui vise à influencer un phénotype (au niveau cellulaire ou animal), ou l’approche qui vise une cible 
biologique, aussi appelée approche ciblo-centrique. L’approche ciblo-centrique se concentre donc sur 
l’identification d’une cible biologique dont le lien a été établi avec la pathologie concernée, et sur le 
développement de composés ayant une activité sur cette cible.
30
  Cette approche présente l’avantage 
d’utiliser une cible biologique connue dans un mécanisme biologique connu.  Ceci permet d’utiliser les 
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connaissances de chimie, d’interactions moléculaires, de SAR, de pharmacologie, de biologie, etc. afin 
d’optimiser la modulation de l’activité de la cible biologique.63  Également, la capacité d'isoler certains 
récepteurs et enzymes pour des tests in vitro permet des méthodes de criblage plus rapides et plus 
aisées.
30
  Les développements dans le domaine de la génomique ont grandement facilité nos capacités à 
identifier des cibles biologiques considérées essentielles.
71
  Cette approche a permis la découverte de 
nombreux médicaments dans les domaines des infections virales, des désordres génétiques et dans la 
recherche contre le cancer.  
 
Cependant, cette méthode a connu peu de succès pour le design d’antibiotiques.34  La méthode ciblo-
centrique, malgré ses avantages, présente de nombreux défauts, et ceux-ci ont jusqu’à maintenant été 
des barrières très difficiles à contourner chez les infections bactériennes.  Par exemple, la génomique 
permet d’identifier des cibles biologiques potentielles.50  Avant expérimentation in vivo, l’efficacité 
réelle de l’inhibition de ces cibles potentielles reste seulement théorique, et peut s’avérer complètement 
nulle.
61, 63
  Les systèmes biologiques présentent souvent de la redondance afin d’être plus résistants vis-
à-vis des perturbations externes ou de mutations dans des cibles données.
72
  De plus, on observe 
souvent un réseautage de ces systèmes, de sorte que l’effet de la modulation d’une cible peut être 
compensé par un autre mécanisme biologique parallèle.
72-73
  Le partage de mécanismes de résistances 
par transfert de gène horizontal (I.2.3.1) est un exemple de robustesse générée par la diversité génétique 
chez les espèces bactériennes.
72-73
  Même si l’hypothèse de l’action de la cible biologique s’avère 
exacte, il n’est pas impossible que le mécanisme d’action optimal soit différent de celui suggéré.30  Un 
autre problème majeur pour le développement d’antibiotiques par approche ciblo-centrique concerne la 
pharmacocinétique du produit actif.
11
  Alors qu’un composé peut avoir une très bonne activité sur une 
cible biologique in vitro, rien n’indique que son activité in vivo sera la même.49  Le produit, 
lorsqu’administré, doit 1) être absorbé par le corps humain, 2) être résistant aux dégradations 
métaboliques, ou encore, dans le cas d’une prodrogue, être dégradé sous une forme active, 3) atteindre 
la cible biologique dans des concentrations suffisantes pour être efficace.
11, 63
  En plus d’être soumis 
aux voies d’absorption, de distribution et de métabolisme du corps humain, un antibiotique doit 
également être absorbé par la bactérie (ou interagir avec sa paroi cellulaire, le cas échéant).
63
  Tel que 
vu à la section I.1.1, la paroi cellulaire bactérienne présente un autre obstacle important à la pénétration 
des antibiotiques, particulièrement dans le cas des bactéries Gram-négatives.   
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La combinaison de tous ces facteurs rend donc l’approche ciblo-centrique défavorable au 
développement d’antibiotiques.  Une petite proportion des nombreuses cibles biologiques identifiées 
ont pu être exploitées avec succès.
49, 61, 73
  Quelques exceptions existent, comme les inhibiteurs de β-
lactamases.
74
  Ces agents potentiateurs (I.3.2.1) inhibent l’action des β-lactamases et redonnent leur 
activité biologiques aux antibiotiques de la famille des β-lactames.38  Cependant, ils ne présentent pas 
d’activité biologique par eux-mêmes. 
 
I.3.3.2. Approche phénotypique 
 
L’approche phénotypique est possiblement la plus vieille approche utilisée dans la découverte de 
médicaments.  Cette méthode consiste à tester de multiples produits, naturels ou synthétiques, et à 
observer l’effet biologique du composé sur le système examiné, sans connaissance de la cible 
biologique. C’est cette approche, utilisée au départ par essais et erreurs directement sur les humains ou 
les animaux, qui a mené à l’établissement des pharmacopées traditionnelles.  Plus récemment dans le 
cas des antibiotiques, Alexander Fleming a découvert tout à fait par hasard que les pénicillines 
induisaient la mort bactérienne.
36
  L’approche phénotypique présente un énorme avantage dans la mise 
en place d’une nouvelle classe d’antibiotiques car elle ne nécessite pas de compréhension approfondie 
du mécanisme d’action du composé.  Tant que l’effet désiré (ici la mort cellulaire de la bactérie) est 
observé et que le principe actif présente un bon profil pharmacologique et toxicologique, on peut en 
développer une thérapie.  Cette approche présente des inconvénients malgré tout.  Puisque la cible 
biologique est initialement inconnue dans cette approche, l’optimisation du composé actif est beaucoup 
plus difficile, faute de connaissance sur la relation structure-activité (SAR) entre le composé et sa cible.  
De plus, les méthodes de criblage sont plus complexes et plus longues, puisque les composés doivent 
être testés sur des colonies bactériennes en pleine croissance. 
 
Malgré le fait que les approches ciblo-centriques offrent une meilleure compréhension du mécanisme 
d’action, la majorité des antibiotiques découverts depuis les années 30 l’ont été par approche 
phénotypique. Le fait que l’effet désiré soit la mort cellulaire est en partie responsable de cette 
observation. 
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I.4 La tomatidine et le Staphylococcus aureus 
 
I.4.1. Staphylococccus aureus 
 
S. aureus est une bactérie de la division des firmicutes.   C’est une bactérie à Gram-positif ayant 
l’apparence de petites baies, dont les colonies prennent une couleur dorée, d’où son nom (Staphylo : 
grappe, kokkus : baie,  aureus : doré).  Cette bactérie, découverte par Sir Alexander Ogston en 1880 à 
Aberdeen (Écosse),
75
 se retrouve chez l’homme principalement dans les muqueuses des voies 
respiratoires ainsi que sur la peau.  Environ 20% des gens sont des porteurs permanents de S. aureus, et 
jusqu’à 60% des gens en sont des porteurs intermittents.76  Cette bactérie est donc commensale chez 
certains humains.  S. aureus est également présent chez l’animal et possède une excellente capacité à 
survivre sur des surfaces inertes. 
 
I.4.1.1. Pathologies associées 
 
S. aureus n’est pas seulement une bactérie commensale, c’est aussi un pathogène opportuniste.  Alors 
qu’il est inoffensif sur la peau, ce pathogène peut s’infiltrer sous l’épithélium et provoquer de multiples 
infections locales sous la forme de boutons, furoncles, cellulite et autres infections mineures ou 
majeures de la peau.  Il est également responsable de la majorité des infections de blessures.  Dans les 
cas où S. aureus gagne accès au système sanguin, il peut se disséminer très rapidement dans le corps 
humain et engendrer des complications graves, comme un choc septique.
26b, 77
  Non traitées, ces 
infections sont souvent mortelles. 
 
S. aureus est également un des pathogènes responsable de nombreuses complications dans les cas de 
fibrose kystique.
78
  La fibrose kystique est un désordre génétique provoquant un dérèglement du 
transport des ions chlorure et sodium au travers des membranes épithéliales.
79
  Cette maladie affecte 
principalement les poumons, où elle cause l’accumulation de sécrétions visqueuses nuisant à la 
respiration, et forme une niche biologique de choix pour les bactéries pathogènes.
78-79
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S. aureus est un des pathogènes exploitant souvent ces niches biologiques.  Ce pathogène génère de 
nombreux facteurs de virulences.  Le locus « accessory gene regulator » (agr), par exemple, diminue la 
production d’adhésine et augmente la production de nombreuses exotoxines, favorisant la dissémination 
bactérienne et l’affaiblissant du système immunitaire de l’hôte.80  Tel que mentionné à la section 
I.2.3.2, S. aureus possède également un phénotype SCV qui, sous l’influence des gènes Sigma B et 
SarA,
55
 augmentent la production d’adhésines et permet la production de biofilm,81 aidant les colonies 
bactériennes à s’ancrer dans leur milieu et à résister aux défenses immunitaires. 
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Figure I.11. Effet du N-oxyde de 2-n-heptyl-4-hydroxyquinolone sur l’équilibre entre les phénotypes 
régulier et SCV de S. aureus.
82
 
 
En plus des effets associés individuellement à chacun des pathogènes présents dans une infection,  
certaines combinaisons de pathogènes en accentuent les complications.  Certains entrent en compétition 
pour profiter d’une niche biologique au sein du corps humain.  Pseudomonas aeruginosa, par exemple, 
génère le N-oxyde de 2-n-heptyl-4-hydroxyquinolone (HQNO), un composé ayant une activité 
antibiotique chez certains autres pathogènes.
55
  HQNO agit comme inhibiteur de la chaine respiratoire 
des cellules bactériennes et inhibe leur croissance.  Chez S. aureus, la présence de HQNO favorise 
l’évolution vers le phénotype SCV et renforce les défenses bactériennes non-spécifiques (Figure I.11.), 
comme le biofilm et l’internalisation des bactéries dans les cellules de l’hôte.55 L’association P. 
aeruginosa – S. aureus  crée donc une situation qui dirige S. aureus vers un phénotype persistent très 
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difficile à traiter.  S. aureus est donc un pathogène souvent caractérisé par des infections persistantes et 
récurrentes.  
 
I.4.1.2. Remèdes disponibles 
 
S. aureus est l’un des pathogènes ayant acquis le plus de résistances au fil de l’évolution des 
antibiotiques.  Les premières souches de S. aureus résistantes à la pénicilline G ont été observées en 
1942, quelques années seulement après le début de son utilisation à grande échelle.
47b
  De nombreuses 
β-lactamases ont évolué pour contrer les différentes β-lactames mises en marchés dans les années 40 et 
50.
38, 47a, b, 51
  L’apparition de la méthicilline, la première pénicilline semisynthétique réputée résistante 
aux β-lactamases, fut également sujette au développement de résistance par une nouvelle classe de β-
lactamase deux ans après sa mise en marché.
47a
  Les inhibiteurs de β-lactamases mis en marché dans les 
années 80 sont maintenant confrontés à des métallo-β-lactamases contre lesquelles ils sont inactifs.38   
Depuis 1976, les souches de S. aureus résistantes à la méthicilline (SARM) présentent souvent une 
adaptation plus rapide aux autres antibiotiques, et sont considérées comme étant multi-résistantes.
47b
 
L’origine de la résistance à la méthiciline provient de la cassette chromosomale SCCmec, un élément 
génétique mobile pouvant être transféré à d’autres souches bactériennes par transfert de gène horizontal 
(voir I.3.2.1) et portant les informations génétiques de certaines β-lactamases et de certaines toxines.51 
Les autres antibiotiques sont également victimes de résistances chez S. aureus.  Tout comme les β-
lactames, les aminoglycosides font face à plusieurs enzymes qui inactivent le composé par modification 
des fonctions importantes à l’activité biologique, entraînant la survie bactérienne.52a  Les quinolones, 
qui inhibent simultanément deux enzymes essentielles dans le repliement de l’ADN dans une structure 
tridimensionnelle adéquate, ont aussi perdu leur efficacité suite à l’apparition de souches bactériennes 
présentant des mutations structurelles chez les cibles biologiques, et présentant également une 
surexpression de pompes à efflux qui refluent l’antibiotique hors de la bactérie ciblée.47b  Les 
antibiotiques plus récents ne font pas exception non plus.  Des souches bactériennes résistantes à la 
daptomycine ont été observées en 2005, seulement deux années après la mise en marché de cet 
antibiotique.
83
  Finalement, même les antibiotiques utilisés en dernier recours ont perdu leur avantage 
dans le combat contre S. aureus.
47c
  La vancomycine, apparue en 1953, était utilisée exclusivement 
comme dernier recours pour prévenir l’apparition de résistances induites par un usage à grand échelle.  
Cependant, depuis 1997, des souches présentant une résistance intermédiaire (SAIV) ou complète 
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(SARV) sont apparues, suite à certaines mutations au niveau des mécanismes de réticulation du 
peptidoglycane.
47b
  Ces mutations permettent de synthétiser des sous-unités de peptidoglycane dont les 
chaines employées dans les réactions de réticulation vont terminer par un groupement D-alanyl-D-
lactate plutôt que par un groupement D-alanyl-D-alanine (voir section I.2.2.2).
84
  La vancomycine ne 
peut plus reconnaitre ni se lier à ces nouvelles chaines terminales et devient donc inefficace. 
 
Les adaptations de S. aureus envers les antibiotiques existants engendrent donc la nécessité de 
développer de nouveaux agents antibactériens. Les antibiotiques présentant une faible induction de 
résistances seraient à favoriser.
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I.4.2. La tomatidine 
  
 
Figure I.12. Structure de la tomatine et de la tomatidine.  
 
La tomatidine (1, Figure I.12.) est un stéroïde alcaloïde issu de la famille des sapogénines.  On la 
retrouve principalement sous forme de tomatine (2, Figure 1.12.), son homologue glycosylé au niveau 
de la fonction hydroxyle en position 3.  La tomatine est isolée chez les espèces du genre solanum, 
notamment chez la tomate, la patate et l’aubergine.  Ce stéroïde glycosylé est principalement reconnue 
pour son activité antifongique.
86
  L’hydrolyse du β-lycotétraose, le tétraose en position 3 de la tomatine, 
libère la tomatidine, la version aglycone de la tomatine. Cette hydrolyse se fait sous l’action d’une 
glycosidase nommée tomatinase.
87
  La tomatidine fut isolée pour la première fois en 1948 par Fontaine 
et al.,
88
  et sa composition chimique ainsi que sa stéréochimie ont été déterminées par une combinaison 
de dégradation jusqu’à des dérivés de prégnane connus et par synthèse partielle.89  
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I.4.2.1. Les activités biologiques de la tomatine 
 
Tout comme d’autres saponines, la tomatine constitue une défense biologique pour les plantes la 
synthétisant.  De nombreuses études ont démontré qu’en plus de son activité antifongique, la tomatine 
avait également certains effets anti-virulents,
86d, 90
 antibactériens
91
 et insecticides.
86d
  Ce composé 
présente une toxicité chez les plantes autres que les Solanums,
92
 ainsi que chez certains animaux.
93
 
 
I.4.2.1. Les activités biologiques de la tomatidine 
 
La tomatidine ne présente pas d’activité antifongique, mais possède certaines activités antibiotiques.  
Tel que découvert par les travaux des groupes Malouin et Bouarab,
4-5, 55
 ce composé agit d’abord 
comme agent potentiateur pour les aminoglycosides comme la gentamicine et la tobramycine, la 
kanamycine et la streptomycine.
4
 Cette activité est observée chez différentes souches de Staphylococcus 
et d’autres Firmicutes.4  Chez S. aureus par exemple, la tomatidine fait chuter la concentration 
minimale inhibitrice (CMI) de la gentamicine de 1 µg/mL à 0.06 µg/mL, offrant ainsi un facteur de 
potentiation de 16 sur les souches de S. aureus susceptibles aux aminoglycosides.  Chez les souches de 
S. aureus résistantes aux aminoglycosides, la tomatidine offre également un facteur de potentiation 
allant de 2 à 8, bien que cet effet soit trop faible pour permettre un usage thérapeutique du composé.  La 
tomatidine ne présente pas d’activité antibactérienne contre les souches normales ou multi-résistantes 
de S. aureus lorsqu’elle est employée seule. 
 
La tomatidine possède également un effet anti-virulence (I.3.2.2) chez S. aureus.  En effet, le système 
de gènes agr, responsable de l’hémolyse provoquée par le pathogène, de l’expression de nombreuses 
exotoxines et de la production de protéines d’adhésion, est inhibé en présence de 8 µg/mL du composé.4  
Remarquablement, la tomatidine agit également comme agent inhibiteur chez les SCVs de S. aureus; 
elle provoque l’arrêt de la croissance bactérienne des colonies NewbouldΔhemB, une souche modifiée 
génétiquement pour imiter le phénotype SCV, (Figure I.10.) à des concentrations de 0,06 µg/mL.
5
  Cet 
effet bactériostatique est aussi observé chez les souches de phénotype normal de S. aureus si celles-ci 
sont également en présence de HQNO
5
 (voir I.4.1.1).  Bien qu’aucune cible biologique n’ait encore été 
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identifiée, la tomatidine semble affecter particulièrement la biosynthèse des protéines chez les souches 
présentant le phénotype SCV.
5
 
 
Finalement, comme la présence de tomatidine inhibe la croissance des souches de phénotype SCV, elle 
diminue par le fait même la production de biofilm  par ces cellules.  La diminution de biofilm au sein 
d’une infection augmente donc l’efficacité du système immunitaire et des agents antibactériens 
employés pour maitriser cette infection, et diminue les risques de récurrence de l’infection. 
 
En dehors de son activité sur S. aureus, la tomatidine présente également des activités potentiatrices 
chez plusieurs autres bactéries Gram-positives, telles que Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes, de même que chez de nombreux autres Staphylococci.  La tomatidine possède 
finalement des activités potentielles comme agent anti-cancéreux,
94
 chimio-sensibilisateur,
95
 anti-
Leishmania,
96
 anti-hyperlipidémique,
97
  ainsi que des propriétés anti-inflammatoires.
98
 
  
I.4.3. Objectifs et hypothèses du projet de recherche 
 
Le but de ce projet était d’identifier les points importants de la relation entre la structure de la 
tomatidine et son activité sur S. aureus, et par la même occasion de synthétiser un analogue présentant 
une activité biologique améliorée.  Cependant, le mécanisme d’action précis de la tomatidine, de même 
que sa cible biologique au sein de S. aureus, est toujours inconnu, bien qu’il soit rapporté que ce 
composé ait un effet sur la biosynthèse des protéines chez les cellules de phénotype SCV et que son 
activité inhibitrice spécifique envers les SCV dépend de la chaine respiratoire.
5
  Afin d’orienter la 
synthèse d’une librairie d’analogues, nous avons émis l’hypothèse que les cycles A-D de la tomatidine, 
qui forment la base de sa structure stéroïdienne, servent de support pour orienter les groupements 
fonctionnels formant les interactions avec le récepteur.  Cette hypothèse n’est pas sans précédent au 
sein des stéroïdes.  On peut penser au domaine des hormones oestrogéniques,  où l’emploi de squelettes 
de type trans-stilbène  permet la synthèse de composés mimant les effets biologiques des hormones 
stéroïdiennes.  Un exemple concret serait le diethylstilbestrol, un composé capable d’imiter l’effet de 
l’estradiol en permettant un positionnement spatial similaire des fonctions hydroxyles de la molécule 
(Figure I.13.)
99
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Figure I.13. Rôle du squelette stéroïdien dans la SAR de certains composés 
 
En nous basant sur cette hypothèse, nous avons décidé de conserver intacts les cycles A-D de la 
tomatidine et de concentrer nos efforts sur la synthèse d’analogues portant des modifications à 
l’hydroxyle en position 3 du cycle A, ainsi qu’aux cycles E et F. (Figure I.14.) Puisque les cycles E et F 
portent une fonction spiroaminocétale, il est possible que cette fonction s’hydrolyse en milieu 
biologique et présente une forme ouverte linéaire, permettant des interactions chimiques avec les 
fonctions alcool, amine et cétone supplémentaires.  Bien qu’il ait été démontré que cette fonction 
semble être plus stable sous forme bicyclique,
89
 les interactions avec la cible biologique peuvent 
stabiliser une forme partiellement ou entièrement ouverte, ce qui justifie la nécessité de synthétiser des 
composés imitant la forme ouverte. (Figure I.15.) 
 
 
Figure I.14. Structure et nomenclature de la tomatidine. 
 
 
 
Figure I.15. Ouverture possible de la fonction spiroaminocétale. 
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Afin d’étudier la SAR de la tomatidine envers S. aureus et son phénotype SCV, une librairie de 34 
composés a été synthétisée.  Les détails concernant la synthèse de la librairie et les activités biologiques 
sont couverts dans l’article « Unraveling the structure-activity relationship of tomatidine, a steroid 
alkaloid with antibiotic properties against persistent forms of Staphylococcus aureus » présenté dans ce 
mémoire. 
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CHAPITRE 1 : ÉTUDE DE LA RELATION STRUCTURE-ACTIVITÉ ENTRE LA TOMATIDINE 
ET STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
 
1.1. Rôle des auteurs 
 
Les détails concernant la synthèse de la librairie  et les activités biologiques sont couverts dans l’article 
« Unraveling the structure-activity relationship of tomatidine, a steroid alkaloid with antibiotic 
properties against persistent forms of Staphylococcus aureus » présenté dans ce mémoire. 
 
Les rôles des auteurs dans la réalisation de cet article sont les suivants : 
 
J’ai moi-même contribué au design de la librairie d’analogues, et j’ai synthétisé tous les composés 
portant un numéro de lot de type FCXX-XXX.  J’étais responsable de la planification, de la synthèse et 
de la caractérisation de ces composés, sous la tutelle du professeur Éric Marsault.  J’étais également 
responsable de la rédaction entière des versions initiales de l’article. 
 
Isabelle Guay était responsable des tests biologiques de tous les composés, autant envers l’effet 
potentiateur de la tomatidine sur l’activité de la gentamicine contre la souche ATCC29213 de S. aureus, 
que pour l’activité bactériostatique sur la souche NewbouldΔhem imitant le phénotype SCV.  Ces 
travaux furent effectués sous la tutelle du professeur François Malouin. 
 
Le Dr Marc-André Bonin, professionnel de recherche du laboratoire Marsault, a été d’une grande aide 
au projet grâce à ses nombreux et judicieux conseils, autant au niveau de l’élaboration que de la 
synthèse des composés. 
 
Le Dr Gabriel Mitchell, ancien étudiant au doctorat dans le laboratoire Malouin, a permis par ses 
travaux d’établir la majorité des bases du projet au niveau de la biologie, soit l’activité de la tomatidine 
contre les facteurs de virulence de S. aureus, l’effet potentiateur de la tomatidine pour les 
aminoglycosides envers S. aureus, l’effet bactériostatique de la tomatidine sur le phénotype SCV de S. 
aureus, et finalement l’inhibition de la synthèse de biofilm.  Le Pr Kamal Bouarab est l’un des co-
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investigateurs du projet et co-applicant sur la demande financée auprès du Fonds Québécois de 
Recherche – Nature et Technologie. Les Drs Mitchell et Bouarab ont continué d’apporter leur soutien 
intellectuel aux activités biologiques tout au long de ce projet. 
 
Le Pr François Malouin est l’initiateur du projet et le superviseur des travaux en biologie.  Il a supervisé 
l’entièreté de la section biologique du projet, et a permis la communication entre la chimie et la 
biologie.  Il a également participé au design de certains composés. 
 
Le Pr Éric Marsault est l’un des professeurs auteurs du projet, et le superviseur des travaux en chimie.  
En tant que superviseur, il a participé au projet durant des réunions de groupes, au niveau de la 
supervision de la section chimie et au niveau du design et de la synthèse de la librairie de composés.  
Son apport théorique autant que technique a été vital dans la réalisation de ce projet. 
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1.2. Unraveling the structure-activity relationship of tomatidine, a steroid alkaloid with unique 
antibiotic properties against persistent forms of Staphylococcus aureus 
 
L’article suivant fut accepté par  European Journal of Medicinal Chemistry, le 15 novembre 2013.  
 
Sommaire (version française): 
Staphylococcus aureus est la cause de nombreuses infections récurrentes et difficiles à traiter, et 
constitue l’un des pathogènes les plus problématiques à traiter en fonction de ses multiples résistances 
aux antibiotiques disponibles en thérapies.  De plus, l’aptitude de ce pathogène à développer des 
variantes de petites colonies est associée à une susceptibilité réduite aux antibiotique de la famille des 
aminoglycosides ainsi qu’à une persistance in vivo.  Notre équipe à récemment démontré que la 
tomatidine, un stéroïde alcaloïde isolé entre autre des plants de tomates, possède une activité anti-
virulence contre les souches régulières de S. aureus de même que la capacité d’augmenter l’effet des 
aminoglycosides contre ce pathogène.  De plus, la tomatidine montre une activité antibiotique contre les 
variantes de petites colonies.  Nous présentons ici la première étude de la relation structure-activité de la 
tomatidine contre S. aureus. 
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ABSTRACT : Staphylococcus aureus (S. aureus) is responsible for difficult-to-treat and relapsing 
infections and constitutes one of the most problematic pathogens due to its multiple resistances to 
clinically available antibiotics.  Additionally, the ability of S. aureus to develop small-colony variants 
is associated with a reduced susceptibility to aminoglycoside antibiotics and in vivo persistence.  We 
have recently demonstrated that tomatidine, a steroid alkaloid isolated from tomato plants, possesses 
anti-virulence activity against normal strains of S. aureus as well as the ability to potentiate the effect 
of aminoglycoside antibiotics.  In addition, tomatidine has shown antibiotic activity against small-
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colony variants of S. aureus.  We herein report the first study of the structure-activity relationship of 
tomatidine against S. aureus. 
 
1. Introduction 
Antibiotic resistance is becoming an alarming health problem compounded by the lack of new 
therapeutic options to fight resistant pathogens [1, 2].  Since the first synthetic antibiotics were 
introduced nearly 80 years ago, several scaffolds have become new classes of antibiotics [3, 4].  As an 
adaptive response to this arsenal, pathogens have acquired efficient resistance mechanisms [5-7], 
leading eventually to multi-resistant strains [3, 8]. The development of new antibacterial agents has not 
paralleled the development of resistance [3, 4, 9], and drug approvals in the antibiotic field have 
diminished by half in the past 20 years [10].  Additionally, there has been a lack of new chemical 
scaffolds among new drugs.  Indeed, between 1930 and 1970, 20 different classes of antimicrobial 
agents were discovered, including widely used classes such as the penicillins, aminoglycosides and 
tetracyclines [3, 5]. In the thirty years that followed, the discovery of new classes came to a standstill 
[4, 9]. As a result, most of the recently introduced antibiotics are still based on scaffolds discovered or 
designed 60 years ago, which increases the likelihood of resistance development [3, 9]. 
Among highly resistant pathogens, Staphylococcus aureus (S. aureus) has evolved methicilin-
resistant (MRSA) and often multi-resistant strains. Since 2002, we have witnessed the emergence of 
strains resistant to vancomycin, which is generally considered the last resort antibiotic for this 
pathogen [7, 11].  MRSA is responsible for many hospital- and community-acquired infections and is 
often associated with recurring and difficult-to-treat infections, which increase morbidity and mortality 
in both humans and animals [5, 12]. 
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Among the mechanisms that allow S. aureus to cause resistance and persistent infections and reduce 
its susceptibility to antibiotics, this pathogen often presents itself in the form of respiratory-deficient 
small-colony variants (SCVs) [13].  SCVs suffer from a deficient electron transport chain and a weaker 
proton-motive force, which concertedly impede bacterial growth while increasing resistance to 
antibiotics such as aminoglycosides [12, 14-16]. As opposed to normal strains (Figure 1), SCVs 
possess characteristics that contribute to prevent acute infections, but allow in vivo persistence [14, 15, 
17]. 
< Insert Figure 1 > 
S. aureus has the ability to switch between the normal and SCV phenotypes.  While normal strains 
exhibit virulence, fast growth and dissemination and are responsible for acute infections, SCVs are 
associated with colonization, biofilm production and persistent infections [16].  They possess a 
deficient electron transport chain, which modifies the proton-motive force (PMF) and affects 
susceptibility to aminoglycoside (AMG) antibiotics. 
Tomatidine (1, Figure 2), the aglycone version of tomatine (2), is an important antimicrobial defense 
metabolite of many solanaceous plants and possesses potential anticancer [18-21], chemosensitizer 
[22], anti-Leishmania [23], anti-hyperlipidemic [24], and anti-inflammatory properties [25].  Apart 
from its action on eukaryotic organisms, our group has recently demonstrated that tomatidine 
possesses anti-virulence activity against normal strains of S. aureus without impairing growth, while 
also displaying potent antibiotic activity against SCVs [12, 14].  Most importantly, tomatidine has 
demonstrated its ability to potentiate the bactericidal activity of aminoglycoside antibiotics against the 
normal phenotype of S. aureus [12].  An example of such potentiating effect is observed when 
tomatidine is used in combination with gentamicin, which improves the minimal inhibitory 
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concentration (MIC) of gentamicin by 8-fold (0.5 µg/mL to 0.06 µg/mL in the absence or presence of 
tomatidine, respectively). The antibacterial mechanism of action, structure-activity relationship (SAR) 
and target of tomatidine remain to be elucidated.  
< Insert Figure 2 > 
In order to better understand the antibacterial properties of tomatidine and explore its SAR, we 
undertook the synthesis of structural analogs. Our initial goal was to firstly understand the SAR of 
tomatidine, both as a potentiator of the antibiotic action of gentamicin and as a growth inhibitor of S. 
aureus SCVs. The results of these efforts are reported below.   
2. Chemistry 
Tomatidine 1 (Figure 2) is a steroid alkaloid structurally characterized by 6 rings, 12 stereogenic 
centers, a 3-hydroxyl group and spiro-fused E,F rings in the form of an aminoketal.  It was isolated 
by hydrolysis of its glycosylated analog tomatine 2 [26]. The structure of tomatidine was elucidated 
via a combination of infrared spectroscopy, elemental analysis and X-ray crystallography [13, 27].  In 
the absence of an identified cellular target, our initial objective was to elucidate SAR, based on the 
initial hypothesis that the steroidal A-D rings act as a rigid scaffold to orient pharmacophores defined 
by the 3-hydroxyl group on ring A and the spiroaminoketal group on rings E,F.  Accordingly, our 
attention focused on the two extremities of the molecule.  An important question from the outset was 
whether the closed or the open form of the aminoketal is responsible for biological activity. Indeed, the 
aminoketal can be opened by hydrolysis to reveal a hydroxyl function and a tethered amino and keto 
functional groups on ring D [28, 29].   
<Insert Scheme 1> 
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Analogs bearing modifications on ring A were prepared as indicated in Scheme 1.  The aminoketal 
moiety was first protected as a formamide [30] by N,O- double formylation of tomatidine 
hydrochloride 3 with acetic formic anhydride, followed by chemoselective deprotection of the formate 
ester in mild basic conditions to yield N-formyltomatidine 4 in quantitative yield. Compound 4 
underwent a Mitsunobu inversion with acetic acid [31], followed by protective groups acidolysis to 
afford 3-hydroxyl tomatidine 6 in high yields [32]. Palladium-catalyzed O-allylation of N-
formyltomatidine 4 delivered O-allyltomatidine 8 in good yield after deformylation [33]. Direct 
oxidation of the C3 alcohol of compound 4 using Dess-Martin periodinane [34] delivered 3-
ketotomatidine 9, which was subsequently deprotected to yield 10 by acidic hydrolysis [32]. Finally, 
starting from 3-ketotomatidine intermediate 9, amino analogs 12, 14, 16 and 18 were generated via 
reductive amination [35] followed by deprotection in low to moderate yields.  
In order to better understand the SAR of the aminoketal moiety on rings E, F and ascertain whether a 
closed or open form of rings E and F constitute the active form of the molecule, we generated analogs 
modified with open rings E and/or F via two complementary approaches.   
<Insert Scheme 2> 
Firstly, tomatidine was used as starting materials to generate open chain derivatives (Scheme 2). 
Opening of ring E was performed via catalytic hydrogenation of the spiroaminoketal moiety on 
platinum oxide [36] to yield piperidine derivative 19.  On the other hand, dihydrofuran 22 was 
obtained by acetylation of the spiroaminoketal moiety of 3 to give intermediate 20, followed by acid-
catalyzed elimination then ester hydrolysis [37-39].  Subsequent reduction delivered the corresponding 
tetrahydrofuran 23 with no control of stereochemistry on the newly created stereogenic centers.  
Acetylation of tomatidine hydrochloride 3 also yielded triacetylated compound 24, which was opened 
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in acidic conditions to give intermediate 25 [37-39] then reduced and deprotected to afford triol 27. 
Unfortunately, all attempts to hydrolyze the terminal acetamide of 27 resulted in product 
decomposition. 
<Insert Scheme 3> 
The second approach in the synthesis of analogs modified on rings E and F started from 
commercially available pregnenolone acetate 28, which bears the same A-D ring system and 
stereochemistry as tomatidine (Scheme 3). Hydrogenation and ester hydrolysis [40] followed by 
tBDMS protection  of the hydroxyl group delivered keto intermediate 30 in high yields [41]. 
Bromination  to the keto group then yielded bromoketone 31 [42, 43]. Subsequent substitution with 
dimethylamine or piperidine [44] followed by desilylation yielded dimethyl-substituted and 
pyrrolidinyl-substituted tertiary amines 32 and 33, respectively.  In parallel, reductive amination of 28 
with diverse amines and monoprotected diamines followed by acidic hydrolysis produced analogs 35, 
42-44, 46 and 48.   
<Insert Scheme 4> 
In order to further mimic the open form of tomatidine, we synthesized analogs bearing a β-hydroxyl 
function in position C16, as exemplified by 55 and 57 (Scheme 4).  Hydrogenation of pregnenolone 
acetate 28 on palladium yielded 49 in quantitative yield. Ketone 49 was converted to enol acetate 50 
[45], then underwent a Wohl-Ziegler reaction to yield enone 51 along with precursor ketone 49 in a 1:1 
ratio [46]. Upon reaction with N-bromoacetamide, the crude mixture was converted to 16--
hydroxybromoketone 52 [47], which was then separated from 49 by flash chromatography. The 
bromide group of 52 was reduced with tributyltin hydride [47] to generate β–hydroxyketone 53 in 61% 
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overall yield. Reductive amination of 53 followed by acid-mediated deprotection gave access to 
amines 55 and 57 with no control of the stereochemistry on the newly created stereogenic center. 
3. Biology 
The biological evaluation of tomatidine hydrochloride 3 and newly synthesized analogs is 
summarized in Table 1 and expressed according to three parameters: (1) the minimal inhibitory 
concentration (MIC) against the normal strain of S. aureus ATCC29213, which represents the actual 
antibiotic activity of analogs against S. aureus; (2) the potentiation fold, which expresses the 
potentiating effect of analogs on the antibiotic activity of gentamicin on normal strain of S. aureus 
(gentamicin alone possesses a MIC of 0.25-0.5 µg/mL on this strain), and (3) the activity of analogs 
expressed as low, moderate or high (MIC ≥ 8 µg/mL, MIC = 0.5-4 µg/mL, and MIC = 0.06-0.25 
µg/mL, respectively), on S. aureus NewbouldhemB, a genetically derived strain which displays a 
stable SCV phenotype. Note that the potentiation fold (i.e., the ratio of the MIC of gentamicin alone 
and the MIC of gentamicin in combination with tomatidine analogs) is correlated to the fractional 
inhibitory concentration (FIC index) [48]. To that effect, we previously showed that a potentiation fold 
of 4 or 8 for tomatidine is equivalent to a FIC of 0.2, which clearly demonstrates synergy with 
aminoglycosides [12].  We therefore interpreted a potentiation fold of 8, 4 and  2 as a high, moderate 
and low (no) synergy with gentamicin, respectively (Table 1). 
4. Results and discussion 
Similarly to tomatidine, most analogs possessed no antibiotic activity against the normal phenotype 
of S. aureus; as a result, these analogs alone typically possessed MIC > 64 µg/mL (Table 1). In 
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contrast, 8, 14 and 16 were the only analogs possessing antibiotic activity by themselves, with MIC 8-
16 µg/mL.  
The potentiating effect of the analogs on the inhibitory activity of gentamicin against the normal strain 
of S. aureus ATCC29213, and the antibiotic properties against the SCV, varied as a function of their 
structure as detailed below. 
<Insert Table 1> 
Seven compounds possessed structural variations on position 3 of ring A while keeping rings E and F 
of tomatidine (Scheme 1, analogs 6-18).  As reported in Table 1, all of these analogs kept a 4- to 8-fold 
synergy with gentamicin against the normal strain of S. aureus. The contrast between the moderate 
activity of tomatidine derivative 6 possessing inverted stereochemistry in C3 and the high activity of 
tomatidine hydrochloride 3 itself, both as aminoglycoside potentiator and SCV inhibitor, hints toward 
a specific interaction at this location.  Whether or not this difference is steric or due to a hydrogen 
bond is undetermined.  The strong activity of compounds 8 and 10, both as gentamicin potentiators and 
against SCVs, suggests that a hydrogen bond donor effect of the 3-hydroxyl group is not important for 
activity.  The moderate activity of compounds 12, 14, 16 and 18 suggests that the presence of one or 
two ammonium groups in position C3 reduces activity against SCVs, while being beneficial for 
antibiotic activity against normal strains (more specifically as in 14 and 16). Indeed, while conserving 
moderate activity both against SCVs and as aminoglycoside potentiators, analogs 14 and 16 
unexpectedly showed appreciable antibiotic activity on their own against the normal strain of S. 
aureus, a property that is absent in tomatidine or other analogs.  Analog 8 also possesses some level of 
antibiotic activity by itself.  These results opens the path for further optimization of tomatidine analogs 
as a new class of antibiotics against normal strains of S. aureus.  
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Along with analogs modified on rings E and F, we also tested dihydrosolasodine (58, Figure 3), a 
structural isomer of tomatidine with inverted stereochemistry on the exocyclic methyl substituent on 
ring F and on the spiroaminoketal rings E-F junction.  It is interesting to note that while tomatidine is 
highly active both as a potentiator and SCV inhibitor, dihydrosolasodine 58 does not possess any 
activity on either target. This observation reinforces the notion that specific targets are involved in the 
mechanism of action of tomatidine, requiring specific orientation of heteroatoms. It also suggests that 
the closed form of tomatidine is the active form. Indeed, the open form of rings E and F of tomatidine 
or solasodine would differ only by the orientation of a methyl group on a highly flexible chain, which 
would be unlikely to greatly influence biological activity.  
<Insert Figure 3> 
Several modifications were made for the sole purpose of testing the importance of partial or full ring 
opening within the spiroaminoketal moiety for biological activity.  While compound 19, an analog 
bearing an open E ring, kept a moderate activity both as a potentiator on normal strains and SCVs, 
compounds 22 and 23, which display open F ring, as well as fully open compound 27, showed 
complete loss of both activities.  Moreover, compound 4, which bears a formyl group that both traps 
the aminoketal in closed configuration and masks the basic nitrogen, completely lost biological 
activity.  Together, these observations suggest that the spiroaminoketal moiety is important in a closed 
configuration, and that neutralizing its H-bond donating capability is detrimental for activity. Loss of 
biological activity for analogs 4, 22, 23 and 27 may also be attributed to the loss of basicity of the 
amine moiety. Unfortunately, all attempts to hydrolyze the terminal acetamide in order to regenerate a 
basic amine at the extremity of the exocyclic chain of these analogs resulted in product decomposition. 
All these observations, combined with the lack of activity of dihydrosolasodine 58, suggest that the 
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closed form of tomatidine is the active form, and that a basic nitrogen is required for biological 
activity. 
Compounds 32, 33, 35, 42-44 (Scheme 3) were inactive against both the normal strain and SCVs.   
Analogs 46 and 48 retained noticeable potentiation activity against S. aureus compared to tomatidine, 
while they lost all or partial activity against SCVs.  These results suggest that two distinct mechanisms 
of action might be at play against normal strains of S. aureus and SCVs since compound 46 possesses 
a 64-fold decreased activity against SCVs while retaining full gentamicin potentiation against normal 
strain.   
Similarly to analogs 46 and 48, compound 19, which possesses both a 16β-hydroxyl functional 
group, a charged amino group in close proximity to the steroidal skeleton as well as an alkyl 
substituent, lost some activity against SCVs. Compounds 46 and 48 both exhibit charged a amino 
group in close proximity to the steroidal skeleton and alkyl substitution, but not the 16β-hydroxyl 
moiety.  They kept moderate to high potentiation activity against normal strains of tomatidine, yet lost 
considerable activity on the SCV phenotype (≥ 64 fold). In order to test whether the 16β-hydroxyl 
group rescues bacteriostatic activity, we synthesized analogs 55 and 57.  However the presence of the 
hydroxyl group in analog 55 abrogated both potentiating and anti-SCV activity.   
As a summary of SAR, we found that a hydrogen bond acceptor in position 3 plays a role in 
biological activity against SCVs, and β-configuration is preferred (e.g., 3, 8 vs 6). Alkylation of this 
substituent it tolerated (e.g., 8).  On the other hand, potentiation of gentamicin activity on normal 
strains seems to possess a broader SAR (e.g., 14, 16, 18). Second, the stereochemistry of the 
spiroaminoketal functional group in rings E and F appears critical for antibiotic activity against SCVs 
(e.g., tomatidine 1 vs dihydrosolasodine 58).  The aminoglycoside potentiator activity, however, seems 
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more affected by the presence of an amino group proximal to the steroidal skeleton than by ring 
opening.  Alkylation of this tethered amino group seems to be preferred.  Third, open rings E,F analogs 
and analogs bearing a distant tethered amino group remained inactive, as well as analogs bearing a 
16β-hydroxyl moiety. Since chemical modifications on ring A were tolerated, but not modifications on 
rings E and F, the spiroaminoketal moiety seems to play a critical role in this activity.  Finally, analogs 
bearing diamines in position 3 of ring A possess antibiotic activities of their own against normal strains 
of S. aureus, although whether this new activity is due to molecular interactions with a cellular target, 
increased cellular uptake or increased solubility remains unknown. 
5. Conclusion 
In conclusion, we report here the first SAR study of tomatidine on S. aureus and SCVs, both as a 
synergistic agent with gentamicin, and as an antibiotic on its own.  Although no cellular target has 
been identified yet, this SAR suggests a target-based rather than a nonspecific mode of action.  The 
segregation of biological activities (potentiation of aminoglycoside activity and SCV growth 
inhibition) in some analogs also suggests the existence of two mechanisms of action in S. aureus 
against the normal and SCV phenotypes. Finally, these works support the hypothesis that the closed 
rather than the open spiroaminoketal moiety of tomatidine is important for activity, and that the 3-
hydroxyl group can be further modified to both refine activity and to confer to this series antibiotic 
activity against normal strains of S. aureus.  
6. Experimental Section 
6.1.  Biological tests 
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Bacterial Strains and Growth Conditions -  Staphylococcus aureus strain ATCC 29213 was used as the 
normal growth phenotype strain. NewbouldhemB, in which the gene hemB has been disrupted by 
insertion of the ermA cassette by homologous recombination to generate a respiratory deficient strain 
[49], was used as a stable small colony variant (SCV) phenotype. Both strains were maintained on 
triptic soy agar (BD, Mississauga, ON, Canada). 
Antibiotic Susceptibility Testing - MICs were determined by a broth microdilution technique in 
cation-adjusted Mueller-Hinton broth (BD, Mississauga, ON, Canada), following the 
recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [29], except that the 
incubation period was extended to 48 h (instead of 24 h) and the medium used was brain-heart infusion 
(BD, Mississauga, ON, Canada) to allow adequate growth of the SCV strain. Tomatidine 
hydrochloride 3 (Sigma, Oakville, ON, Canada), gentamicin sulfate (Sigma, Oakville, ON, Canada) 
and the combination of gentamicin and tomatidine were always included as comparators in all MIC 
tests performed for the new chemical entities. Tomatidine and all new analogs were solubilized at 2 
mg/mL in DMSO. The gentamicin MIC for S.aureus ATCC 29213 is 0.5-1 µg/mL when gentamicin is 
used alone and 0.03-0.12 µg/mL when gentamicin is used in combination with tomatidine at 8 µg/mL. 
This concentration of tomatidine is well above the minimal tomatidine concentration showing a 
potentiating effect with aminoglycosides in synergy studies [12]. The MIC of tomatidine used alone on 
S. aureus NewbouldhemB is 0.03-0.12 µg/mL, whereas tomatidine has no significant activity against 
S. aureus strains of the normal growth phenotype (MIC of >32 g/L against ATCC 29213) [12]. 
6.2. Chemistry 
All moisture-sensitive reactions were performed in an inert, dry atmosphere of argon in ﬂame-dried 
glassware. Air-sensitive liquids were transferred via syringe or cannula through rubber septa. Reagent 
grade solvents were used for extractions and ﬂash chromatography. THF was distilled from 
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sodium/benzophenone under argon; methanol was distilled from magnesium under argon. All other 
solvents purchased from commercial sources were used without further puriﬁcation. Tomatidine 
hydrochloride was purchased from Molekula. All other reagents were generally purchased from 
Aldrich and used with no further purification. 
Reactions were monitored by analytical thin-layer chromatography (Canadian Life Science, TLC, 
GLASS plates SIL 60 G-25 UV 254). The plates were visualized ﬁrst with UV illumination followed 
by heating with ceric ammonium molybdate (CAM) [1% (w/v) ammonium cerium sulphate, 2.5% 
(w/v) molybdenum trioxide, 1:9 H2SO4/H2O]. Flash column chromatography was performed manually 
on SiliaFlash® P60 silica. The solvent compositions reported for all chromatographic separations are 
on a volume/volume (v/v) basis.  
High-pressure liquid chromatography (HPLC) was performed on an Agilent 1100 apparatus using an 
ACE C18 column, 250 x 21.2 mm, with 5µm silica and 15.5% carbon load. 
NMR spectra were recorded at room temperature on a Bruker Spectrospin 300 spectrometer at 300 
MHz (
1
H) and 75 MHz (
13
C), or on a Varian Unity Inova at 600 HMz (
1
H) and 150 MHz (
13
C). 
1
H 
NMR spectra are reported in parts per million (ppm) on the δ scale relative to the residual signals of 
chloroform (δ 7.26 ppm) or methanol (δ 3.31 ppm) as an internal standard with the following 
multiplicity - s: singlet; d: doublet; t: triplet; q: quartet; quint : quintet; m : multiplet.). 
13
C NMR 
spectra are reported in ppm on the δ scale relative to CDCl3 (δ 77.0 ppm) or CD3OD (δ 49.0 ppm). 
High-resolution mass spectrometry (HRMS) was performed on a Maxis (Bruker) Q-TOF.   
6.2.1. General procedure for synthesis of Boc- diaminoalkanes (A) 
Boc-alkanediamines 36-38 were synthesized as reported by Jensen et al [50]. 
6.2.2. General procedure for reductive amination of 3-acetoxy-5-alpha-pregnan-20-one (B) 
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Reductive amination with pregnanolone acetate derivatives were synthesized as reported by Xie et al 
[51]. 
6.2.3. Representative procedure for substitution of bromine by amino compounds (C) 
In a 20 mL vial, 53 was solubilized in THF (0.1M).  2.0 eq of the corresponding amine was added, and 
the reaction was stirred for 1h at room temperature.  THF was removed in vacuo.  The resulting solid 
was suspended in water then extracted three times with EtOAc.  The combined organic layers were 
washed with brine, dried on anhydrous magnesium sulphate, then the solvent was removed in vacuo.  
The crude compound was purified by flash chromatography. 
The compound was solubilized in a mixture of THF and 1M HCl (4:1 solution) and stirred for 2h while 
monitoring by TLC.  Upon completion, a saturated solution of aqueous sodium bicarbonate was added 
until alkaline pH was achieved, and THF was removed in vacuo.  The remaining aqueous layer was 
extracted with EtOAc (3X), and the combined organic layers were washed with brine, dried on  
anhydrous magnesium sulphate and concentrated under reduced pressure.  The crude compound was 
purified by flash chromatography. 
6.2.3. General method for acidic deprotections (D) 
In a 25 mL round bottom flash equipped with a condenser, the starting material was solubilized in 5 
mL anhydrous MeOH.  To this solution was added a solution of 0.9 mL acetyl chloride in 6 mL 
anhydrous MeOH.  The reaction heated to reflux for 1h, monitored by TLC.  The reaction was allowed 
to cool at room temperature, then solvent was removed in vacuo to yield the desired compound. 
6.2.4. N-formyl tomatidine (4) 
In a 250 mL round flask, tomatidine hydrochloride (200 mg, 0.44 mmol, 1.0 eq) was suspended in dry 
THF (20 mL) then acetic formic anhydride (380 mg, 4.42 mmol, 10.0 eq) was added, followed by 
DIPEA (390 μL, 2.20 mmol, 5.0 eq).  The reaction was stirred for 15 minutes, then monitored by TLC 
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(50% EtOAc/Hexanes, CAM stain, Rf = 0.23 for mono-formylated compound, 0.49 for diformylated 
compound).  The volatiles were removed by evaporation under reduced pressure.  The compound was 
then diluted in a mixture of 125 mL EtOH and 50 mL aquous NaHCO3 buffer (pH = 9.5) and stirred 
for one week, monitored by TLC until the complete disappearance of the diformylated compound.  
EtOH was then evaporated, and the resulting aqueous phase was extracted with EtOAc (3 X 25 mL).  
The combined organic phases were dried on anhydrous magnesium sulphate then evaporated under 
reduced pressure. 
The crude product was purified by flash chromatography (25% EtOAc/Hexanes) to give 155 mg (79%) 
of the desired compound (4) as a white solid (m.p. 184-187
o
C). 
1
H NMR (600 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.41 (s, 1H), 4.29 (d, 1H, J = 11.5 Hz), 4.13 (dd., 1H, J1 = 7.3 
Hz, J2 = 15.5 Hz), 3.58 (quint, 1H, J = 4.7 Hz), 2.65 (t, 1H, J = 11.5), 2.54 (quint, 1H, J = 7.1 Hz), 
1.98 (quint, 1H, J = 5.28 Hz) 1.87 (d, 1H, J = 13.7 Hz), 1.82-1.72 (m, 3H), 1.72-1.63 (m, 3H), 1.61-
1.45 (m, 7H), 1.40 (d, 1H, J = 13.0 Hz), 1.38-1.22 (m, 8H), 1.15 (dt, 1H, J1 = 12.3 Hz, J2 = 3.9 Hz), 
1.12-1.06 (m, 2H), 1.05 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.95 (dt, 1H, J1 = 13.7 Hz, J2 = 3.6 Hz), 0.91 (d, 3H, J = 
5.9 Hz), 0.89-0.84 (m, 1H), 0.82 (s, 6H), 0.64 (dt, 1H, J1 = 11.39, J2 = 3.6 Hz). 
13
C NMR (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 158.9, 97.8, 78.5, 72.1, 62.3, 55.8, 54.3, 44.8, 40.2, 38.1, 36.9, 
36.8, 35.5, 35.0, 32.2, 31.4, 30.7, 29.7, 29.2, 28.5, 27.5, 21.0, 18.9, 17.0, 15.3, 12.3. 
HRMS calculated for C28H45O3NNa
+
: 466.3292, found: 466.3308 (MNa
+
). 
 
6.2.5. 3α-Acetoxy-N-formyl-tomatidine (5) 
In a 10 mL round bottom flask, N-formyl tomatidine (4) (60 mg, 0.135 mmol, 1.0 eq) was dissolved in 
3 mL of anhydrous THF, along with triphenylphosphine (71 mg, 0.27 mmol, 2.0 eq) and acetic acid 
(22 μL, 0.38 mmol, 2.8 eq).  Diisopropylazodicarboxylate (40 μL, 0.202 mmol, 1.5 eq) was added, and 
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the reaction was stirred at room temperature.  After 4h, an additional 20 μL 
diisopropylazodicarboxylate, 30 mg triphenylphosphine and 20 μL of acetic acid were added, and the 
reaction was stirred overnight, monitored by TLC (50% AcOEt/Hexanes, Rf: 0.5).  The reaction was 
then concentrated under reduced pressure, suspended in water and extracted with EtOAc (3X).  The 
combined organic fractions were washed with brine, dried on anhydrous magnesium sulphate and 
evaporated under reduced pressure.  The crude compound was purified by flash chromatography (10% 
EtOAc/hexanes to 15 % EtOAc/hexanes) to yield 56 mg (86%) of compound 5.  The compound was 
contaminated with residual diisopropylazodicarboxylate as evidenced by 
1
H NMR, yet was used as 
such for the next reaction. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.43 (s, 1H), 5.00 (m, 3H, DIAD) 4.31 (d, 1H, J = 11.8 Hz), 4.99 
(m, 1H), 4.16 (quad, 1H, J = 7.1 Hz), 2.68 (t, 1H, J = 12.1 Hz), 2.56 (s, 4H), 2.07 (s, 3H), 2.06-1.98 
(m, 2H), 1.90 (d, 1H, J = 12.4 Hz), 1.84-1.74 (m, 3H), 1.74-1.51 (m, 5H), 1.48 (s, 4H), 1.42-1.20 (m, 
25H, DIAD), 1.14 (d, 2H, J = 4.7 Hz), 1.08 (d, 3H, J = 7.1 Hz), 0.93 (d, 4H, J = 6.0 Hz), 0.85 (s, 3H), 
0.83 (s, 3H), 0.81-0.73 (dt, 1H, J1 = 11.5 Hz, J2 = 3.3 Hz). 
 
6.2.6. 3α-hydroxytomatidine hydrochloride (6) 
In a 25 mL round flask, 28 mg 5 (0.058 mmol) was refluxed for 3 hours in 6 mL EtOH and 3 mL 
aquous HCl 2.5 N  (TLC: 10% MeOH/AcOET with 0.5% NEt3, Rf: 0.5).  Upon completion, the 
volatiles were removed under reduced pressure and the remaining water was removed by 
lyophilization. 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.40 (quad, 1H, J = 8.8 Hz), 3.98 (s large, 1H), 3.68 (m, 2H), 
3.14 (m, 1H), 2.94 (t, 1H, J = 11.0 Hz), 2.23 (m, 1H), 2.13-1.99 (m, 3H), 1.91 (m, 3H), 1.80-1.45 (m, 
10H), 1.40-1.15 (m, 17H), 1.12 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 1.01 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 0.93 (s, 3H), 0.86 (s, 4H). 
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13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 96.2, 81.1, 65.7, 61.7, 55.6, 54.3, 40.8, 40.7, 39.6, 38.8, 35.8, 
35.2, 34.9, 32.0, 31.9, 31.4, 28.2, 28.1, 25.8, 25.3, 20.8, 20.3, 17.3, 16.0, 13.5, 10.2. 
HRMS calculated for C27H46O2N
+
: 416.3523, found: 416.3534 (MH
+
), 438.3350 (MNa
+
). 
 
6.2.7. 3-allyloxy-N-formyltomatidine (7) 
In a 3 mL round botton flask equipped with a condenser and placed under argon atmosphere, 
compound 4 (30 mg, 0.068 mmol) was dissolved in 1 mL THF.  Tris(dibenzylideneacetone) 
dipalladium(0) (3 mg, 0.003 mmol, 0.05 eq), 1,3-bis(diphenylphosphino)propane (5 mg, 0.012 mmol, 
0.18 eq) and allyl methyl carbonate (0.2 mL, 1.76 mol, 26 eq) were then added successively. The 
reaction was brought to 65
o
C for 6h, and monitored by TLC  (50% EtOAc/hexanes, UV/CAM, Rf: 
0.20 (starting material), 0.50 (desired compound)). Upon completion, the reaction was allowed to cool 
down to room temperature, then the solvent was removed in vacuo. The crude compound was purified 
by flash chromatography (20% EtOAc/Hexanes) to yield 25 mg (76%) of the desired compound. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.41 (s, 1H), 5.93 (ddt, 1H, J1 = 17.3 Hz, J2 = 10.5 Hz, J3 = 5.7 
Hz), 5.34 (dq, 1H, J1 = 17.1 Hz, J2 = 1.4 Hz), 1.25 (dq, 1H, J1 = 10.3 Hz, J2 = 1.3 Hz), 4.60 (dt, 2H, J1 
= 5.8 Hz, J2 = 1.4 Hz), 4.53 (quint, 1H, J = 5.5 Hz), 4.29 (d, 1H, J = 11.9 Hz), 4.16-4.08 (m, 1H), 2.65 
(t, 1H, J = 11.3 Hz), 2.54 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 2.01-1.94 (m, 1H), 1.94-1.84 (m, 2H), 1.81-1.68 (m, 4H), 
1.65 (s, 2H), 1.62-1.47 (m, 6H), 1.46-1.35 (m, 2H) 1.35-1.28 (m, 41H), 1.22-1.08 (m, 2H), 1.05 (d, 3H, 
J = 7.0 Hz), 1.02-0.92 (m, 1H), 0.90 (d, 4H, J = 5.8 Hz), 0.83 (s, 3H), 0.82 (s, 1H), 0.65 (dt, 1H, J1 = 
10.7 Hz, J2 = 4.3 Hz). 
 
6.2.8. 3-allyloxytomatidine hydrochloride (8) 
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Following procedure D, 7 (16 mg, 0.033 mmol), was converted into 16.2 mg (quantitative yield) of the 
desired compound  (Rf: 0.51 in 50/50 AcOEt/Hexanes). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 5.98-5.83 (m, 1H), 5.28 (d, 1H, J = 17.1 Hz), 5.19 (d, 1H, J = 
10.5 Hz), 4.53 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 4.48 (m, 1H), 4.36 (m, 1H), 3.68 (m, 1H), 3.15-3.04 (m, 1H), 2.88 
(t, 1H, J = 11.87 Hz), 2.32-2.11 (m, 1H), 2.07-1.92 (m, 2H), 1.90-1.41 (m, 10H), 1.40-1.12 (m, 11H), 
1.08 (d, 4H, J = 6.2 Hz), 0.95 (d, 4H, J = 6.5 Hz) 0.87 (s, 3H), 0.86-0.79 (m, 4H), 0.75-0.57 (m, 2H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 154.6, 117.1, 96.1, 81.1, 77.3, 67.6, 61.7, 61.7, 55.4, 54.0, 
44.4, 40.8, 40.7, 39.6, 36.3, 35.2, 34.9, 33.6, 31.9, 31.4, 28.2, 28.1, 27.0, 25.7, 25.3, 20.7, 17.2, 15.9, 
13.2, 11.1.  
HRMS calculated for C30H50O2N
+.
H2O: 474.3942, found: 474.3590 (MH
+
 + H2O). 
 
6.2.9. N-formyl-3-oxotomatidine (9) 
In a 10 mL round bottom flask, N-formyltomatidine 4 (50 mg, 0.113 mmol, 1.0 eq) and Dess-Martin 
periodinane (95 mg, 0.225 mmol, 2.0 eq) were stirred in 6.5 mL DCM.  The rection was monitored by 
TLC (50% AcOEt/Hexanes, Rf: 0.24).  Upon completion, the reaction was quenched for 30 minutes 
with Na2S2O3 (0.2M), then extracted 3X with EtOAc.  The combined organic phases were washed with 
brine, dried on anhydrous magnesium sulphate then evaporated under reduced pressure.  The crude 
compound was purified by flash chromatography (50% EtOAc/Hexanes) to yield 34 mg (68%) of the 
desired compound.   
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.46 ppm (s, 1H), 4.32 (d, 1H, J = 12.8 Hz), 4.17 (quad, 1H, J = 
8.9 Hz), 2.69 (t, 1H, J = 12.6 Hz), 2.58 (quint, 1H, J = 6.6 Hz), 2.52-2.24 (m, 3H), 2.16-2.11 (m, 1H), 
2.11-1.98 (m, 3H), 1.91 (d, 1H, J = 14.0 Hz), 1.86-1.68 (m, 4H), 1.69-1.42 (m, 7H), 1.40-1.20 (m, 7H), 
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1.19-1.12 (m, 2H), 1.09 (d, 3H. J = 7.1 Hz), 1.05 (s, 2H), 0.94 (d, 4H, J = 5.5 Hz), 0.88 (s, 3H), 0.77 
(dt, 1H, J1 = 12.6 Hz, J2 = 4.8 Hz). 
 
6.2.10. 3-oxotomatidine hydrochloride (10) 
In a 25 mL round flask, 34 mg 9 (0.077 mmol) was refluxed for 2 hours in 10 mL EtOH and 5 mL 
aquous HCl 2.5 N  (TLC: 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3, Rf: 0.54). Upon completion, the 
ethanol and HCl were removed under reduced pressure and the remaining water was removed by 
lyophilisation to give a white solid (m.p. 160-163
o
C) 
1
H
 
NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.60 (m, 2H), 4.37 (q, 1H, J = 9.0 Hz), 2.80 (m, 1H), 2.70 (t, 
1H, J = 12.0 Hz), 2.55-2.30 (m, 1H), 2.24-2.14 (m, 1H), 2.08-1.94 (m, 3H), 1.91-1.68 (m, 5H), 1.63-
1.50 (m, 6H), 1.49-1.12 (m, 12H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (d, 3H, J = 7.1 Hz), 0.96 (d, 3H, J = 5.5 Hz), 0.89 
(s, 2H), 0.82 (s, 1H), 0.76-0.66 (m, 2H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 213.5, 100.2, 98.0, 79.2, 62.0, 55.3, 53.7, 44.0, 42.2, 41.8, 
40.7, 39.7, 38.3, 35.5, 34.8, 31.9, 31.7, 28.5, 28.0, 27.4, 20.9, 18.1, 16.0, 14.3, 10.3. 
HRMS calculated for C27H44O2N
+
: 414.3372, found: 414.3376 (MH
+
), 436.3192 (MNa
+
). 
 
6.2.11. N-Formyl-3-aminotomatidine (11) 
In a 25 mL round flask, 44 mg 4 (0.1 mmol) was dissolved in methanol (6 mL) along with ammonium 
acetate (77 mg, 1.0 mmol, 10 eq).  The pH was adjusted to 6 with acetic acid, sodium 
cyanoborohydride (6.9 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added and the reaction was refluxed overnight 
until complete as monitored by TLC (10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3, Rf: 0).  Solvents were 
removed under reduced pressure, and the solid was suspended in water.  The pH was adjusted to 8 with 
saturated aquous NaHCO3.  The mixture was extracted with 3X EtOAc, and the combined organic 
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fractions were washed with brine, dried on anhydrous magnesium sulphate and evaporated under 
reduced pressure.  The crude compound was purified by flash chromatography (10% MeOH/ 
89%EtOAc / 1% NEt3) to yield 21 mg (48%) of the desired compound. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.40 (s, 1H), 5.91, (broad s, 2H),  4.28 (d, 1H, J = 11.5 Hz), 4.12 
(m., 1H), 2.86 (quint, 1H, J = 7.1 Hz), 2.65 (t, 1H, J = 11.5), 2.53 (quint, 1H, J = 7.1 Hz), 2.04-1.92 
(m, 3H) 1.90-1.82 (m, 1H), 1.80-1.42 (m, 11H), 1.38-1.18 (m, 9H) 1.17-1.06 (m, 2H), 1.04 (d, 3H, J = 
7.1 Hz), 0.90 (d, 4H, J = 6.2 Hz), 0.81 (s, 6H), 0.69-0.57 (m, 1H). 
 
6.2.12. 3-Aminotomatidine hydrochloride (12) 
Following procedure D, 21 mg (0.047 mmol) of compound 11 were converted to 23 mg (100%) of 
compound 12. (Rf: 0 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3) 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.37 (q, 1H, J = 7.1 Hz), 3.16-3.00 (m, 2H), 2.88 (t, 1H, J = 
11.1 Hz), 2.20  (t, 1H, J = 7.1 Hz), 2.09-1.94 (m, 2H), 1.91-1.63 (m, 10H), 1.62-1.46 (m, 6H), 1.44-
1.15 (m, 12H), 1.09 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 1.06-0.98 (m, 3H), 0.95 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.90 (s, 3H), 0.87 
(s, 5H), 0.80-0.60 (m, 3H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 96.2, 81.1, 61.7, 55.4, 53.8, 50.3, 44.6, 40.8, 39.5, 36.2, 35.2, 
34.8, 32.5, 31.7, 31.4, 29.4, 28.2, 28.0, 26.1, 25.8, 25.3, 20.6, 17.3, 15.9, 13.3, 11.1. 
HRMS calculated for C27H47ON2
+
: 415.3683, found: 415.3695 
 
6.2.13. N-Formyl-3-(N-Boc-aminoethyl)aminotomatidine (13) 
Following the procedure used for synthesis of 11, 110 mg 6 (0.25 mmol), 36 (200 mg, 1.25 mmol, 5 
eq) and sodium cyanoborohydride (17 mg, 0.27 mmol, 1.1 eq) were used to yield 130 mg (85%) of 
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compound 13.  (Rf: 0.05 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3)  
1
HNMR shows the presence of 
residual starting diamine, which was removed in the next step. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.39 (s, 1H), 5.02, (s large, 1H),  4.28 (d, 1H, J = 11.5 Hz), 4.12 
(m, 1H), 3.24-3.15 (m, 2H), 2.77-2.69 (m, 2H), 2.64 (m, 1H) 2.54 (m, 1H), 2.44 (m, 1H),  2.04-1.46 
(m, 18H) 1.43 (s, 12H), 1.33-1.15 (m, 14H), 1.04 (d, 3H, J = 6.9 Hz), 0.90 (d, 3H, J = 5.7 Hz), 0.87-
0.82 (m, 2H), 0.81 (s, 3H), 0.78 (s, 3H),  0.69-0.57 (m, 1H). 
 
6.2.14. 3-(N-aminoethyl)-aminotomatidine hydrochloride (14) 
Following procedure D, 130 mg of compound 13 were deprotected in quantitative yield  (Rf: 0 in 10% 
MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). The crude compound was purified preparative HPLC to yield 48 mg 
(38%) of desired compound. The HPLC elution parameters were as follow (percentage of acetonitrile 
in water):  0 min, 20%;  2 min, 20%; 27 min, 95%; 32 min, 95%. 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.36 (m, 1H), 3.18-3.03 (m, 2H), 2.89 (t, 1H, J = 10.7 Hz) 2.20 
(m, 1H), 2.08- 1.90 (m, 3H), 1.80-1.50 (m, 18H), 1.45-1.14 (m, 12H) 1.09 (d, 3H, J = 7.1 Hz), 0.69 (d, 
3H, J = 6.7 Hz), 0.89 (s, 3H), 0.85 (s, 4H), 0.83-0.66 (m, 2H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 96.1, 81.1, 61.6, 57.6, 56.3, 55.4, 53.7, 44.5, 41.1, 40.8, 40.7, 
39.5, 38.6, 35.7, 35.3, 34.8, 31.7, 31.4, 30.7, 28.9, 28.0, 25.8, 25.3, 24.4, 20.6, 17.2, 15.9, 11.1, 10.4. 
HRMS calculated for C29H52ON3
+
: 458.4105, found: 458.4105 (MH
+
). 
 
6.2.15. N-Formyl-3-(N-Boc-aminobutyl)aminotomatidine (15) 
Following the procedure used for synthesis of 11, 27 mg 6 (0.060 mmol), 38 (57 mg, 0.30 mmol, 5 eq) 
and sodium cyanoborohydride (4.1 mg, 0.066 mmol, 1.1 eq) were used to yield 16 mg (44%) of 
compound 15. (Rf: 0.07 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3) 
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1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.40 (s, 1H), 5.02, (broad d, 1H),  4.28 (d, 1H, J = 11.5 Hz), 4.12 
(m, 1H), 3.14-3.04 (s large, 3H), 2.80-2.50 (m, 5H), 2.42 (m, 1H),  2.04-1.93 (m, 2H), 1.86 (d, 1H, J = 
12.8 Hz), 1.79-1.62 (m, 5H), 1.60-1.46 (m, 12H),  1.42 (s, 12H), 1.35-1.10 (m, 10H), 1.04 (d, 5H, J = 
6.9Hz), 0.90 (d, 4H, J = 5.8 Hz), 0.81 (s, 3H), 0.78 (s, 3H),  0.69-0.57 (m, 1H). 
 
6.2.16. 3-(N-aminobutyl)-aminotomatidine hydrochloride (16) 
Following procedure D, 16 mg of compound 15 were deprotected in quantitative yield.  (RF: 0 in 10% 
MeOH/AcOEt with traces if NEt3)The crude compound was purified by preparative HPLC to yield 15 
mg (100%) of desired compound. The HPLC elution parameters were as follow (percentage of 
acetonitrile in water):  0 min, 5%; 2 min, 5%; 27 min, 95%; 32 min, 95%. 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.37 (q, 1H, J = 4.8 Hz), 3.38 (broad s, 1H), 3.18-3.15-2.87 (m, 
7H), 2.20 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 2.08-1.82 (m, 6H) 1.82-1.63 (m, 11H), 1.61-1.50 (m, 5H), 1.44-1.14 (m, 
12H), 1.08 (d, 4H, J = 7.4 Hz), 0.96 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.89 (s, 3H), 0.87 (s, 4H), 0.79-0.69 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 96.5, 80.7, 61.8, 57.1, 55.4, 54.9, 53.8, 45.2, 44.6, 43.6, 41.0, 
39.6, 38.6, 36.2, 35.3, 34.8, 31.7, 31.5, 30.8, 29.1, 28.5, 28.0, 26.1, 25.4, 24.5, 24.3, 22.7, 22.3, 20.6, 
17.4, 15.9, 13.4, 11.0. 
HRMS calculated for C31H57ON3
2+
: 243.7245, found : 243.7253 
 
6.2.17. N-Formyl-3-(aminohexyl)aminotomatidine (17) 
Following the procedure used for the synthesis of 11, 20 mg 6 (0.045 mmol), hexamethylenediamine 
(30 µL, 0.225 mmol, 5 eq) and sodium cyanoborohydride (3.2 mg, 0.050 mmol, 1.1 eq) were used to 
yield 11 mg (46%) of compound 17  (Rf: 0 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). 
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1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.32-4.25 (m, 1H), 4.18-4.08, (m, 1H),  3.08 (broad s, 3H), 2.74-
2.49 (m, 5H), 2.03-1.93 (m, 2H) 1.91-1.81 (m, 1H), 1.80-1.70 (m, 2H),  1.70-1.41 (m, 11H), 1.39-1.09 
(m, 14H), 1.05 (d, 3H, J = 7.0 Hz), 0.90 (d, 3H, J = 5.4 Hz), 0.87-0.82 (m, 2H), 0.82 (s, 3H), 0.80 (s, 
3H),  0.69-0.59 (m, 1H). 
 
6.2.18. 3-(N-aminohexyl)-aminotomatidine hydrochloride (18) 
Following procedure D, 11 mg of compound 17 were deprotected in quantitative yield (Rf: 0 in 10% 
MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). The crude compound was purified by preparative HPLC to yield 12.5 
mg (100%) of compound 18. The HPLC elution parameters were as follow (percentage of acetonitrile 
in water):  0 min, 20%;  2 min, 20%; 27 min, 95%; 32 min, 95%. 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.37 (m, 1H), 3.39 (m, 1H), 3.16-3.05 (m, 1H) 3.04-2.82 (m, 
6H), 2.20 (t, 1H, J = 6.7 Hz), 2.08-1.95 (m, 3H), 1.90-1.82 (m, 3H), 1.80-1.52 (m, 15H), 1.50-1.16 (m, 
18H), 1.09 (d, 3H, J = 6.4 Hz), 1.06-0.99 (m, 3H), 0.96 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.90 (s, 3H), 0.88 (s, 4H), 
0.75-0.60 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 96.1, 81.0, 61.6, 57.0, 55.5, 53.8, 53.5, 44.5, 44.2, 40.8, 39.5, 
38.8, 35.6, 34.7, 31.5, 31.3, 31.2, 30.8, 29.0, 28.2, 27.6, 26.9, 25.9, 25.5, 25.4, 22.2, 20.2, 17.2, 15.8, 
13.1, 10.3. 
HRMS calculated for C33H61ON3
++
: 257.7402, found: 257.7406. 
 
6.2.20. (25S)-26-amino-3β,16β-dihydroxy-5a-cholestano-22,26-piperidine (19) 
Tomatidine hydrochloride (50 mg, 0.11 mmol) was dissolved in 20 mL glacial acetic acid.  Platinum 
oxide (50 mg) was added and the reaction was stirred under hydrogen atmosphere at 200 PSI 
overnight. Reaction mixture was then filtered on Celite® and concentrated in vacuo (Rf: 0.67 in 10% 
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MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). The crude compound was purified by flash chromatography (50% 
EtOAc/Hexanes, with 25% AcOEt step increase to 100% AcOEt, then 5% MeOH step increase to 90% 
EtOAc/MeOH) to yield 27 mg (54%) of compound 19 as a white solid (m.p. 188
o
C with 
decomposition). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.22-4.14 (m, 1H), 3.52-3.42 (m, 1H), 3.38 (d, 1H, J = 12.8 Hz), 
3.14 (m, 1H), 2.65 (t, 1H, J = 12.8 Hz), 2.34-2.11 (m, 3H),  2.00-1.87 (m, 7H), 1.75-1.61 (m, 5H), 
1.56-1.41 (m, 5H) 1.40-1.05 (m, 16H), 1.01 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 0.96 (d, 4H, J = 6.7 Hz), 0.90 (broad 
s, 5H) 0.82 (s, 3H), 0.70-0.59 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 70.3, 70.1, 59.6, 57.0, 54.2, 53.9, 51.0, 44.7, 42.4, 39.9, 37.4, 
36.7, 35.1, 32.7, 31.7, 31.1, 30.6, 28.9, 28.4, 22.3, 20.6, 17.3, 17.3, 12.0, 11.6, 11.3. 
HRMS calculated for C27H48O2N
+
: 418.3680, found: 418.3677 (MH
+
). 
 
6.2.21. 3α-Acetoxy-N-acetyltomatidine (20) 
Compound 20 was synthesized as reported by to Sato et al [37]. The compound was purified by flash 
chromatography (25% AcOEt/Hexanes)  (Rf: 0.6 in 50% AcOEt/Hexanes). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.67 (m, 1H), 4.15 (m, 1H), 4.45-3.26 (m, 2H), 3.14-3.04 (m, 
1H), 2.09 (s, 3H), 2.01 (s, 3H) 2.00-1.93 (m, 1H) 1.84-1.55 (m, 8H), 1.52-1.40 (m, 4H), 1.37-1.23 (m, 
5H), 1.19 (d, 3H, J = 6.7 Hz), 1.10-0.94 (m, 4H), 0.86 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 0.82 (s, 3H), 0.81 (s, 3h), 
0.68-0.57 (m, 1H). 
 
6.2.22. (25S)-3β-Acetoxy-27-acetylamino-5a-furost-20(22)-ene (21) 
Compound 21 was synthesized as reported by to Sato et al [37] (Rf: 0.45 in 10% MeOH/AcOEt). 
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1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.58 (broad s, 1H), 4.75-4.60 (m, 2H), 3.12 (t., 2H, J = 6.4 Hz), 
2.45 (d, 1H, J = 10Hz), 2.19-2.05 (m, 3H), 2.01 (s, 4H), 1.97 (s, 4H), 1.86-1.60 (m, 8H) 1.56 (s, 3H), 
1.55-1.44 (m, 5H), 1.42-1.11 (m, 12H), 1.07-0.94 (m, 4H), 0.90 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.83 (s, 4H), 0.71-
0.66 (m, 1H), 0.65 (s, 3H). 
 
6.2.23. (25S)-26-Acetylamino-3β-hydroxy-5a-furost-20(22)-ene (22) 
In a 10 mL round flask, compound 21 (10 mg, 0.02 mmol, 1.0 eq) was dissolved in 3 mL anhydrous 
methanol along with sodium methoxide (1.4 mg, 0.024 mmol, 1.2 eq).  The reaction was stirred at 
room temperature overnight until completion as judged by TLC. (RF: 0.28 in 10% MeOH/AcOEt) 
Solvents were removed in vacuo, and the crude compound was purified by flash chromatography (50% 
EtOAc/Hexanes with triethylamine with 25% step increase of AcOEt to 100% EtOAc with 0.5% 
triethylamine) to yield 4.3 mg (46%) of compound 22. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.56 (broad s, 1H), 4.76-4.67 (m, 1H), 3.59 (sept, 1H, J = 4.8 
Hz), 3.12-3.09 (t, 2H, J = 5.9 Hz), 2.45 (d, 1H, J = 10.8 Hz),  2.20-2.06 (m, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.84-
1.63 (m, 4H) 1.56 (s, 5H), 1.54-1.43 (m, 4H), 1.42-1.33 (m, 3H), 1.32-1.21 (m, 5H) 1.15-0.94 (m, 4H), 
0.90 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.82 (s, 4H), 0.65 (s, 4H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 170.0, 151.3, 104.1, 84.4, 71.3, 64.3, 54.8, 54.3, 45.3, 44.8, 
43.6, 39.7, 38.2, 37.0, 35.6, 34.9, 34.0, 32.8, 32.4, 31.6, 31.5, 28.6, 23.4, 23.1, 21.2, 17.5, 14.2, 12.4, 
11.6. 
HRMS calculated for C29H47O3NNa
+
: 480.3448, found: 480.3457. 
 
6.2.24. (25S)-26-Acetylamino-3β-hydroxy-5a-furostane (23) 
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Compound 22 (40 mg, 0.089 mmol, 1.0 eq) was dissolved in 25 mL ethanol (95%) along with 0.5 mL 
HCl and 10 mg palladium on activated charcoal (10% w/w).  The reaction was stirred under hydrogen 
atmosphere (750 PSI) at room temperature overnight.  TLC showed the desired compound in small 
proportions. (Rf: 0.43 in 10% MeOH/AcOEt) The reaction mixture was filtered on Celite®, 
concentrated in vacuo, and the crude compound was purified by flash chromatography (100% EtOAc) 
to yield 5 mg (12%) of compound 23. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.59 (broad s, 1H), 4.21-4.14 (m, 1H), 3.88 (dt, 1H, J1 = 10.0 
Hz, J2 = 3.8 Hz), 3.58 (sept, 1H, J = 5.5 Hz), 3.23-3.03 (m, 2H), 2.75-2.61 (m, 1H), 2.04-1.99 (m, 1H), 
1.97 (s, 3H) 1.95-1.75 (m, 3H), 1.74-1.62 (m, 3H), 1.56-1.32 (m, 7H), 1.31-1.22 (m, 6H), 1.16-1.11 
(m, 2H) 1.08 (d, 3H, J = 7.8 Hz), 0.98 (s, 3H), 0.91 (d, 3H, J = 6.4 Hz), 0.81 (s, 3H), 0.65-0.54 (m, 
1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 83.3, 83.1, 71.3, 61.2, 58.0, 54.3, 45.4, 44.9, 40.2, 38.2, 37.5, 
37.0, 34.9, 33.4, 32.3, 32.1, 32.0, 31.5, 28.6, 28.2, 20.7, 17.8, 16.9, 12.4, 11.3. 
HRMS calculated for C29H50O3N
+
: 460.3785, found: 460.3801. 
 
6.2.25. (25S)-26-Amino-3β,16β-acetoxy-N-acetyl-5a-cholest-22-eno-22,26-piperidine (24) 
Compound 24 was synthesized as reported by Sato et al [37]. The compound was purified by flash 
chromatography (25% AcOEt/Hexanes)  (Rf: 0.45 in 50% AcOEt/Hexanes). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.19 (t, 1H, J = 3.6 Hz), 4.94 (s large, 1H), 4.66 (sept, 1H, J1 = 
4.8 Hz), 2.36-2.17 (m, 2H), 2.10 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.96 (s, 3H) 1.84-1.32 (m, 12H), 1.27 (d, 3H, J 
= 7.2 Hz), 1.24-1.12 (m, 5H), 1.05-0.94 (m, 3H), 0.92 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.82 (s, 3H), 0.80 (s, 3H),  
0.64 (dt, 1H, J1 = 10.5 Hz, J2 = 3.8 Hz). 
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6.2.26. (25S)-26-Acetylamino-3β,16β-diacetoxy-5a-cholest-22-one (25) 
Compound 25 was synthesized as reported by Sato et al [37] (Rf: 0.5 in 10% MeOH/AcOEt). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.91 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 4.97 (dt, 1H, J1 = 8.2 Hz, J2 = 3.9 Hz), 
4.67 (sept, 1H, J = 5.3 Hz), 3.15-3.01 (m, 2H), 2.96-2.86 (m, 1H), 2.75-2.63 (m, 1H), 2.40-2.22 (m, 
2H), 2.01 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.94 (s, 3H), 1.82-1.76 (m, 3H), 1.70 (dt, 1H, J1 = 13.4 Hz, J2 = 4.2 
Hz), 1.65-1.48 (m, 6H), 1.47-1.31 (m, 4H), 1.29-1.17 (m, 5H), 1.12 (d, 1H, J = 7.0 Hz), 1.07-0.95 (m, 
4H), 0.88 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.83 (s, 3H), 0.83 (s, 3H), 0.73-0.62 (m, 1H). 
 
6.2.27. (25S)-26-Acetylamino-3β,16β-diacetoxy-22-hydroxy-5a-cholestane (26) 
In a 2 mL vial, 25 (16 mg, 0.028 mmol, 1.0 eq) was dissolved in 0.3 mL of a solution of THF and 
MeOH (30 mL THF and 0.125 mL MeOH, for 1.1 equivalent of MeOH in reaction).  The reaction was 
cooled down to 0
o
C then LiBH4 (0.7 mg, 0.031 mmol, 1.1 eq) was added.  After 1h, 1 mg of LiBH4 
was added and the reaction was allowed to stir overnight at room temperature (Rf: 0.32 in 10% 
MeOH/AcOEt).  The reaction was then quenched with acetone for 30 minutes, then with water for 15 
minutes.  Solvents were removed in vacuo and the crude product was suspended in aqueous NaHCO3 
then extracted 3X with EtOAc. The organic phases were dried on anhydrous magnesium sulphate, 
concentrated in vacuo, and the crude product was purified on flash chromatography (100% EtOAc) to 
yield 5 mg (31%) of compound 26. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.60 (s large, 1H), 5.09-5.01 (m, 1H), 4.68 (sept, 1H, J = 5.4 
Hz), 3.4 (d, 1H, J1 = 8.5 Hz), 3.28-3.05 (m, 2H), 2.41-2.30 (m, 1H), 2.23-2.06 (m, 2H), 2.03 (s, 3H), 
2.01 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.97-1.32 (m, 18H) 1.30-0.99 (m, 14H), 0.95 (d, 4H, J = 6.5Hz), 0.92 (d, 
5H, J = 6.6 Hz), 0.87 (s, 3H), 0.82 (s, 4H), 0.71-0.61 (m, 1H). 
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6.2.28. (25S)-26-Acetylamino-3β,16β,20-trihydroxy-5a-cholestane (27) 
Following procedure D, 26 (5 mg, 0.008 mmol), was converted into 4.2 mg (quantitative yield) of 
compound 27 (Rf: 0.45 in 10% MeOH/AcOEt).   
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.49 (q, 1H, J = 6.4 Hz), 4.05-4.00 (m, 1H), 3.53-3.47 (m, 1H), 
3.13-2.96 (m, 2H), 2.31-2.13 (m, 3H), 2.02-1.96 (m, 2H), 1.93 (s, 2H), 1.90 (s, 1H), 1.80-1.48 (m, 
11H), 1.44-1.36 (m, 6H), 1.34-1.20 (m, 16H), 1.17-1.10 (m, 5H), 1.02-0.97 (m, 2H), 0.94-0.88 (m,  
8H), 0.85 (s, 3H), 0.84 (m, 3H), 0.72-0.65 (m, 1H). 
13
C NMR  (ppm) 85.3 , 82.3, 71.2, 65.2, 56.0, 55.2, 45.9, 45.6, 40.2, 38.3, 37.4, 35.4, 33.8, 33.6, 32.8, 
32.5, 31.7, 31.5, 31.2, 30.1, 29.8, 29.5,, 27.8, 26.7, 21.9, 21.5, 20.3, 17.3, 15.8, 14.7, 12.1.  
HRMS calculated for C29H52O4NNa
+
: 500.3716, found: 500.3714. 
 
6.2.29. 3β-hydroxy-5α-pregnan-20-one (29) 
In a 500 mL round bottom flask, 3β-acetoxy-5α-pregnan-20-one (49) (5g, 13.9 mmol) was dissolved in 
400 mL of MeOH, 150 mL H2O and 30 mL NaOH 1M.  The mixtured was refluxed for 3 hours (Rf: 
0.27 in 50% AcOEt/hexanes). The organic solvents were removed under reduced pressure and a 
suspension could be observed in the remaining aqueous phase.  The solid was isolated by filtration, 
rinsed with cold water and dried overnight at room temperature to yield 4.34g (98%) of desired 
compound. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 3.60 (m, 1H, J = 4.5 Hz), 2.52 (t, 1H, J = 8.8 Hz), 2.22-2.12 (m, 
1H), 2.11 (s, 1H), 2.04-1.96 (m, 1H), 1.86-1.76 (m, 1H), 1.75-1.52 (m, 7H), 1.49-1.06 (m, 12H), 1.04-
0.84 (m, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.68 (dt, 1H, J1 = 10.4 Hz, J2 = 3.8 Hz), 0.60 (s, 3H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CDCl3)  (ppm) 209.7, 71.2, 63.8, 56.7. 54.2, 44.8, 44.3, 39.1, 38.2, 37.0, 35.5, 
32.0, 31.4, 31.0, 28.6, 24.4, 22.8, 21.3, 13.5, 12.3. 
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HRMS calculated for C21H34O2: 318.2559, found: 318.2552 
 
6.2.30. 3β-t-butyldimehylsilyloxy-5α-pregnan-20-one (30) 
In a 250 mL round bottom flask, 3β-hydroxy-5α-Pregnan-20-one 29 (4.34g, 13.6 mmol) was dissolved 
in 120 mL THF.  Imidazole (2.3g, 34 mmol, 2.5 eq), t-butyldimethylsilyl chloride (2.56g, 17 mmol, 
1.25 eq) and diisopropylethylamine (4.7 mL, 27.2 mmol, 2.0 eq) were successively added then the 
reaction was stirred overnight at room temperature (Rf: 0.39 in 50% AcOEt/hexanes).  The brown 
mixture was concentrated under reduced pressure then diluted in EtOAc.  The mixture was washed 
with water, 2X sat. sodium bicarbonate, 2X brine, and dried over anhydrous magnesium sulphate.  The 
organic solvents were removed in vacuo.  The crude product was purified by flash chromatography 
(25% EtOAc/Hexanes) to yield 5.26g (89%) of the desired compound as a white solid (120-123
o
C). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 3.54 (sept, 1H, J = 5.8 Hz), 2.51 (t, 1H, J = 9.4 Hz), 2.21-2.11 
(m, 1H), 2.10 (s, 3H), 2.05-1.96 (m, 1H), 2.72-1.54 (m, 8H), 1.49-1.01 (m, 12H), 1.00-0.90 (m, 2H), 
0.88 (s, 10H), 0.79 (s, 3H), 0.66 (dt, 1H, J1 =  11.6 Hz, J2 = 4.8 Hz), 0.59 (s, 3H), 0.05 (s, 6H). 
 
6.2.31. 3β-t-butyldimethylsilyloxy-21-bromo-5α-pregnan-20-one (31) 
In a 50 mL round bottom flask under argon atmosphere, compound 30 (500 mg, 1.15 mmol) was 
cooled to -78
o
C in anhydrous THF.  Potassium bis(trimethylsilyl)amide  (1M in THF; 1.27 ml, 1.27 
mmol, 1.1 eq) was added and the mixture was stirred for 15 minutes.  Trimethylsilyl chloride (150 μL, 
1.15 mmol, 1.0 eq) was added and the mixture was stirred for 1h at room temperature while 
monitoring by TLC (50% EtOAc/Hexanes, UV/ CAM, Rf: 0.35: starting material, 0.77: silylated 
compound).  The reaction was cooled to -78
o
C before addition of  N-Bromosuccinimide (204 mg, 1.15 
mmol, 1.0 eq).  After 1 hour of stirring at -78
o
C, monitored by TLC (same conditions as above, rf = 
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0.52 for brominated compound), the reaction was quenched with saturated aqueous sodium 
bicarbonate and THF was evaporated under reduced pressure.  The crude compound was suspended in 
water and the solution was extracted with 3X EtOAc.  The combined organic layers are washed with 
brine, dried on anhydrous magnesium sulphate and concentrated in vacuo.  The compound was 
purified by flash chromatography (2% EtOAc/Hexanes to 6% EtOAc/Hexanes) to yield 510 mg (87%) 
of desired compound.  
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 3.87 (d, 2H, J = 2.7 Hz), 3.51 (sept, 1H, J = 5.3 Hz), 2.78 (t, 1H, 
J = 8.9 Hz), 2.14 (q, 1H, J = 9.2 Hz), 1.87 (dt, 1H, J1 = 11.7 Hz, J2 = 2.7 Hz), 1.73-1.52 (m, 6H), 1.46-
1.11 (m, 11H), 1.08-0.88 (m, 2H), 0.85 (s, 10H), 0.76 (s, 3H), 0.63 (dt, 1H, J1 = 12.1 Hz, J2 = 2.9 Hz), 
0.59 (s, 3H), 0.01 (s, 6H) .  
 
6.2.32. 3β-Hydroxy-21-(N,N-dimethyl) amino-5α-pregnan-20-one (32) 
Following procedure C, 125 mg of 31 (0.24 mmol) were used to give 68 mg of silylated intermediate.  
Upon deprotection, 20 mg  of compound 32 (38% overall yield) were obtained as a white solid (m.p. 
105-107
o
C ) (Rf: 0.13 in 100% AcOEt with 0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) (ppm) 3.58 (sept, 1H, J = 5.2 Hz), 3.13 (dd, 2H, J1 = 21.4 Hz, J2 = 21.7 
Hz), 2.55 (t, 1H, J = 8.8 Hz), 2.28 (s, 6H), 2.16 (d, 1H, J = 9.3 Hz), 1.91-175 (m, 4H), 1.74-1.52 (m, 
7H), 1.43-1.20 (m, 8H), 1.20-1.04 (m, 3H), 1.03-0.83 (m, 3H), 0.79 (s, 1H), 0.72-0.61 (m, 1H), 0.60 (s, 
3H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 206.5, 70.3, 60.3, 56.6, 55.9, 54.1, 44.7, 43.8, 38.7, 38.2, 37.5, 
36.8, 35.4, 31.8, 30.6, 29.5, 28.5, 24.1, 23.4, 22.4, 20.9, 12.4, 11.3. 
HRMS calculated for C23H39O2N: 362.3059, found: 362.3059. 
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6.2.33. 3β-Hydroxy-21-piperidino-5α-pregnan-20-one (33) 
Following procedure C, 100 mg of 31 (0.195 mmol) were used to give 80 mg of silylated intermediate.  
Upon deprotection, 46 mg of compound 33 (74% overall yield) were obtained (Rf: 0.16 in 100% 
AcOEt with 0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD) (ppm) 3.56 (sept, 1H, J = 4.8 Hz), 3.08 (s, 2H), 2.58 (t, 1H, J = 9.8 
Hz), 2.37 (s large, 4H), 2.13 (d, 1H, J = 10.3 Hz), 1.86 (dt, 2H, J1 = 11.1 Hz, J2 = 3.9 Hz), 1.78 (d, 1H, 
J = 11.1 Hz), 1.72-1.48 (m, 10H), 1.45-1.19 (m, 10H), 1.18-1.03 (m, 3H), 1.01-0.83 (m, 3H), 0.77 (s, 
3H), 0.70-0.62 (m, 1H), 0.58 (s, 3H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 71.3, 60.2, 56.8, 54.7, 54.2, 44.8, 39.0, 38.2, 37.0, 35.5, 34.5, 
32.1, 31.5, 28.6, 25.7, 24.6, 23.9, 23.0, 21.3, 13.7, 12.4. 
HRMS calculated for C26H43O2N: 402.3372, found: 402.3380. 
 
 
6.2.36. N-Boc-1,2-diaminoethane (36)  
Following procedure A, 770 μL diaminoethane was used to yield 76 mg (41%) of desired product as a 
colorless oil. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.28-5.11 (broad s, 1H), 3.13 (q, 2H, J = 5.7 Hz), 2.76 (t, 2H, J = 
5.7 Hz), 2.47-2.20 (broad s, 2H), 1.38 (s, 9H). 
 
6.2.37. N-Boc-1,3-diaminopropane (37)  
Following procedure A,  970 μL diaminopropane was used to yield 100 mg (50%) of desired product 
as a colorless oil. 
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1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.16 (broad s, 1H), 3.60 (broad s, 2H), 3.20 (q, 2H, J = 6.1 Hz), 
2.83 (t, 2H, J = 6.1 Hz), 1.69 (quint, 2H, J = 6.1 Hz ), 1.42 (s, 9H). 
 
6.2.38. N-Boc-1,4-diaminobutane (38) 
Following procedure A,  1.16 mL diaminobutane was used to yield 171 mg (79%) of desired product 
as a colorless oil. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.94 (broad s, 1H), 3.04 (broad s, 4H), 2.69 (broad s, 2H), 1.45 
(broad s, 4H), 1.36 (s, 9H). 
 
6.2.39. 3β-Acetoxy-20-(Boc-aminoethyl)amino-5α-pregnane (39) 
Following procedure B,  100 mg 36 (0.62 mmol, 1.17 eq) was used to yield 100 mg (41%) of desired 
product  (Rf: 0 in 25% AcOEt/hexanes). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.02 (broad s, 1H), 3.55 (m, 1H, J = 4.9 Hz), 3.27-3.05 (m, 2H), 
2.85-2.68 (m, 1H), 2.65-2.45 (m, 2H), 2.03-1.92 (m, 1H), 1.88-1.51 (m, 10H), 1.47-1.35 (broad s, 
11H), 1.33-1.02 (m, 16H), 0.98 (d, 4H, J = 9.2 Hz), 0.94-0.82 (m, 3H), 0.80 (s, 3H), 0.69(s, 3H), 0.65-
0.55 (m, 1H). 
 
6.2.40. 3β-Acetoxy-20-(Boc-aminopropyl)amino-5α-pregnane (40) 
Following procedure B,  230 mg of 37 (0.605 mmol, 2.4 eq) was used to yield 132 mg (50%) of 
desired product (Rf: 0 in 75% AcOEt/hexanes). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.60 (broad s, 0.2 H) 5.07 (broad s, 0.6 H), 4.65 (sept, 1H, J = 
5.1 Hz), 3.16 (sept, 1H, J = 3.6 Hz), 1.99 (s, 3H), 1.98-1.84 (m, 2H), 1.84-1.51 (m, 7H), 1.41 (s, 9H), 
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1.36-1.08 (m, 9H), 1.06 (d, 1H, J = 6.1 Hz), 1.03-0.97 (m, 2H), 0.95 (d, 2H, J = 6.1 Hz), 0.79  (s, 3H), 
0.66 (s, 2H), 0.63 (s, 1H), 0.62-0.57 (m, 1H). 
 
6.2.41. 3β-Acetoxy-20-(Boc-aminobutyl)amino-5α-pregnane (41) 
Following procedure B,  315 mg of 38 (1.67 mmol, 3.0 eq) was used to yield 198 mg (73%) of desired 
product (Rf: 0 in 50% AcOEt/hexanes). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.92 (broad d), 4.65 (sept, 1H, J = 6.2 Hz), 3.09 (broad s, 2H), 
2.78-2.52 (m, 2H), 2.52-2.38 (m, 1H), 1.99 (s, 3H), 1.95-1.84 (m, 1H), 1.82-1.45 (m, 12H, 1.41 (s, 
10H), 1.35-1.10 (m  10H), 1.10-1.05 (m, 4H) 0.97 (d, 3H, J - 5.7 Hz), 0.91-0.81 (m, 1H), 0.76 (s, 3H), 
0.66 (s, 2H), 0.63 (s, 1H), 0.61-0.56 (m, 1H). 
 
6.2.42. 3β-Hydroxy-20(aminoethyl)amino-5α-pregnane hydrochloride  (42) 
Following procedure D.  100 mg 39 (0.216 mmol) was used to yield 85 mg (96%) of desired 
compound as a white solid (m.p. 240
o
C with decomposition) (Rf: 0 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% 
NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 3.48 (m, 1H), 3.43-3.35 (m, 3H), 2.00-1.45 (m, 10H), 1.40-1.20 
(m, 10H), 1.18-0.87 (m, 5H), 0.82 (s, 3H), 0.76 (s, 4H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 70.3, 58.6, 55.9, 55.4, 55.0, 54.4, 54.0, 53.0, 52.0, 44.8, 44.7, 
42.8, 42.4, 40.9, 39.1, 37.4, 36.8, 35.5, 35.2, 31.7, 30.7, 28.4, 23.5, 22.8, 20.7, 20.5, 14.9, 14.6, 11.7, 
11.3.  
HRMS calculated for C23H42ON2
+
: 362.3370, found: 363.3377 (MH
+
). 
 
6.2.43. 3β-Hydroxy-20(aminopropyl)amino-5α-pregrane hydrochloride (43) 
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Following procedure D,  132 mg 40 (0.277 mmol) was used to yield 125 mg (100%) of desired 
compound as a white solid (m.p. 205
o
C with decomposition) (Rf: 0 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% 
NEt3) 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 3.45-3.34 (m, 2H), 3.13 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 3.05 (t, 2H, J = 7.9 
Hz) 2.09 (m, 2H), 1.97-1.79 (m, 1H), 1.79-1.62 (m, 5H), 1.56-1.45 (m, 2H), 1.43 (m, 4H), 1.40-1.33 
(m, 3H), 1.33-1.21 (m, 7H), 1.17-1.04 (m, 3H), 1.03-1.86 (m, 2H), 0.82 (s, 3H), 0.73 (d, 3H, J = 6.1 
Hz ), 0.71-0.60 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 70.3, 57.8, 55.9, 55.4, 54.4, 54.0, 52.7, 51.8, 44.8, 42.7, 42.3, 
40.9, 40.1, 39.1, 37.4, 36.8, 35.5, 35.2, 31.7, 30.7, 28.4, 25.9, 23.9, 23.5, 23.0, 20.7, 20.5, 15.1, 14.2, 
11.7, 11.3.  
HRMS calculated for C24H45ON2
+
: 377.3526, found: 376.3535 (MH
+
). 
 
6.2.44. 3β-Hydroxy-20(aminobutyl)amino-5α-pregrane hydrochloride (44) 
Following procedure D,  198 mg 41 (0.40 mmol) was used to yield 186 mg (98%) of desired 
compound as a white solid (m.p. 255
o
C with decomposition) (Rf: 0 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% 
NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 3.48 (m, 1H), 3.09-2.91 (m, 4H), 2.01-1.63 (m, 11H),, 1.61-
1.46 (m, 3H), 1.36 (d, 3H, J = 6.2 Hz), 1.32-1.21 (m, 6H), 1.20-1.03 (m, 3H),  1.03-0.86 (m, 2H), 0.82 
(d, 3H, J = 3.4 Hz), 0.73 (s, 4H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 70.3, 57.6, 55.9, 55.5, 54.4, 54.2, 52.8, 51.9, 44.8, 43.2, 42.3, 
39.1, 38.6, 37.4, 36.8, 35.2, 31.7, 30.7, 28.4, 25.9, 24.3, 23.5, 23.3, 22.8, 20.7, 20.5, 15.1, 14.2, 11.7, 
11.3.  
HRMS calculated for C25H47ON2
+
: 391.3683, found: 391.3689 (MH
+
). 
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6.2.45. 3β-Acetoxy-20-butylamino-5α-pregnane (45) 
Following procedure B, 50 mg of 3β-acetoxy-5α-pregnan-20-one 49 (0.14 mmol), 137 μL (1.39 mmol, 
10 eq) of butylamine and 10 mg of sodium cyanoborohydride (0.15 mmol, 1.1 eq) were converted to 
24.2 mg (41%) of desired product  (Rf: 0.33 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.67 (sept, 1H, J = 5.9 Hz), 2.75-2.65 (m, 1H), 2.60-2.52 (m, 
1H), 2.50-2.41 (m, 1H), 2.01 (s, 3H), 2.00-1.84 (m, 5H), 1.82-1.44 (m, 11H, 1.40-1.10 (m  12H), 1.09 
(d, 5H, J = 6.5 Hz), 1.07-0.95 (m, 3H), 0.91 (t, 3H, J = 7.4 Hz), 0.81 (s, 3H), 0.65 (s, 4H). 
 
6.2.46. 3β-Hydroxy-20-butylamino-5α-pregnane hydrochloride (46) 
Following procedure D, 15 mg of 45 (0.036 mmol), were converted to 13.5 mg (100%) of desired 
product (Rf: 0.05 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 3.48 (m, 1H), 3.20 (m, 1H), 2.97 (m, 2H), 1.97-1.84 (m, 2H), 
1.79-1.07 (m, 23H), 1.01-0.85 (m, 5H), 0.81 (s, 3H), 0.72 (s, 3H), 0.69-0.61 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 70.4, 57.4, 56.0, 54.1, 52.7, 44.7, 42.7, 42.6, 39.1, 37.4, 36.8, 
35.2, 35.2, 31.7, 30.7, 28.4, 27.9, 25.8, 23.8, 20.8, 19.5, 15.1, 12.5, 11.3, 10.9. 
HRMS calculated for C25H46ON
+
: 376.3574, found: 376.3578 (MH
+
). 
 
6.2.47. 3β-Acetoxy-20-isopentylamino-5α-pregnane (47) 
Following procedure B, 100 mg of 3β-acetoxy-5α-pregnan-20-one 49 (0.28 mmol), 200 μL (1.72 
mmol, 6.2 eq) of isopentylamine and 18 mg of sodium cyanoborohydride (0.29 mmol, 1.05 eq) were 
converted to 46 mg (41%) of desired product (Rf: 0.36 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). 
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1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 5.62 (s large, 2H), 4.65 (sept, 1H, J = 6.2 Hz), 3.26-2.57 (m, 
2H), 1.99 (s, 5H), 1.85-1.37 (m, 11H), 1.35-1.15 (m, 8H), 1.12 (d, 2H, J = 6.3 Hz), 1.09-0.96 (m, 3H),  
0.92 (d, 1H, J = 6.3 Hz), 0.89 (d, 6H, J =6.4 Hz ), 0.790 (s  3H), 0.69-0.55 (m, 4H). 
 
6.2.48. 3β-Hydroxy-20-isopentylamino-5α-pregnane hydrochloride (48) 
Following procedure D, 46 mg of 47 (0.11 mmol), were converted to 48 mg (100%) of desired product 
(Rf: 0.07 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 3.49 (m, 1H), 2.98 (m, 1H), 1.89-1.45 (m, 12H), 1.45-1.00 (m, 
17H), 0.96 (d, 6H, J = 6.4 Hz), 0.91-0.86 (m, 2H), 0.82 (s, 3H), 0.72 (s, 3H), 0.70-0.63 (m, 2H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 70.4, 55.6, 54.4, 54.0, 52.0, 44.8, 42.3, 37.5, 37.4, 36.8, 35.2, 
34.4, 31.7, 30.7, 28.4, 25.9, 23.5, 23.4, 21.4, 21.2, 20.6, 14.3, 11.5, 11.3. 
HRMS calculated for C26H48ON
+
: 390.3730, found: 390.3733 (MH
+
). 
 
6.2.49. 3β,21-Diacetoxy-5α-pregn-17,20-diene (50) 
In a 250mL round bottom flask 3β-acetoxypregnan-20-one 49 (4g, 11 mmol) was dissolved in acetic 
anhydride (150 ml) along with 4g (21 mmol, 1.9 eq) p-toluenesulfonic acid.  The mixture was brought 
to 150
o
C for 4h (Rf: 0.53 in 50% AcOEt/hexanes).  Afterward, the reaction was concentrated in vacuo 
then dissolved in DCM.  The resulting mixture was neutralized with 1M NaOH, then washed 
subsequently with water and brine.  The solution was dried on anhydrous magnesium sulphate and 
solvent was removed in vacuo to yield 4.42g (100%) of crude compound as a brown oil. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.73-4.41 (m, 1H), 2.37-216 (m, 2H), 2.09 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 
1.87 (t, 1H, J = 1.8 Hz), 1.77 (s, 3H), 1.75-1.59 (m, 4H), 1.57 (s, 3H, H2O), 1.54-1.09 (m, 11H), 1.07-
0.86 (m  3H), 0.82 (s, 3H), 0.81 (s, 3H),0.74-0.58 (m, 1H). 
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6.2.50. 3β-Acetoxy-5α-pregn-16-en-20-one (51)  
Compound 51 was synthesized as reported by Djerassi et al [46]. 
The compound was obtained as a mixture of desired enone 51 (Rf: 0.69 in 100% AcOEt) and 3β-
acetoxy-5α-pregnan-20-one 49 in a 1:1 ratio (determined by NMR).  The mixture was used as such for 
the subsequent reactions. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 6.68-6.64 (m, 0.5H), 4.65 (sept, 1H, J = 6.2 Hz), 2.35-2.24 (m, 
1H), 2.22 (s, 3H), 2.17-2.07 (m,2H), 1.98 (s, 3H), 1.95-1.58 (m, 6H), 1.52-1.28 (m, 5H), 1.20-1.10 (m, 
1H), 1.07-0.93 (m, 2H), 0.87 (s, 3H), 0.85-0.81 (m, 4H), 0.78-0.58 (m, 1H). 
 
6.2.51. 17.3β-Acetoxy-16β-hydroxy-17α-bromo-5α-pregn-16-ene (52)  
Compound 52 was synthesized as reported by Ravindar et al [47]  (Rf: 0.63 in 100% AcOEt). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.88-4.82 (m, 1H), 4.61 (sept, 1H, J = 6.2 Hz), 2.34 (s, 3H), 
2.32-2.03 (m, 1H), 1.94 (s, 3H), 1.86-1.48 (m, 10H), 1.47-1.34 (m, 3H), 1.33-1.10 (m  10H), 1.08 (s, 
3H), 1.03-0.80 (m, 4H), 0.78 (s, 3H), 0.73-0.62 (m, 1H). 
 
6.2.52. 3β-Acetoxy-16β-hydroxy-5α-pregn-16-ene (53)  
Compound 53 was synthesized as reported by Ravindar et al [47] (Rf: 0.69 in 100% AcOEt). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.68 (sept, 1H, J = 6.2 Hz), 4.58-4.51 (m, 1H), 2.32-2.22 (m, 
2H), 2.20 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.00-1.96 (m, 1H), 1.85-0.50 (m, 9H), 1.50-1.10 (m, 8H),  1.08-0.95 
(m, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.76-0.54 (m, 1H). 
 
6.2.53. 3β-Acetoxy-16β-hydroxy-20 (N,N-dimethylaminopropyl)amino-5α-pregnane (54) 
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Following procedure B, 20 mg of 16-hydroxypregnanolone acetate 53 (0.053 mmol), 40 μL (0.32 
mmol, 6.0 eq) of dimethylaminopropylamine and 3.6 mg of sodium cyanoborohydride (0.058 mmol, 
1.1 eq) were converted to 10.3 mg (42%) of desired product (Rf: 0.49 in 10% MeOH/AcOEt with 
0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.66 (sept, 1H, J = 4.7 Hz), 4.37 (m, 1H), 3.12 (d quint, 1H, J1 = 
47.7 Hz, J2 = 6.8 Hz), 2.58-2.45 (m, 1H), 2.38 (t, 1H, J = 6.3 Hz), 2.21 (s, 6H), 2.00 (s, 3H),  1.97-1.34 
(m, 12H), 1.33-1.02  (m, 12H), 0.97 (s, 3H), 0.96-0.85 (m, 3H), 0.82 (s, 0.69-0.57 (m, 2H). 
 
6.2.54. 3β,16β-Dihydroxy-20 (N,N-dimethylaminopropyl)amino-5α-pregnane (55) 
Following procedure D, 10.3 mg of 54 (0.022 mmol), were converted to 9.4 mg (100%) of desired 
product as a white solid (m.p. 225
o
C with decomposition) (Rf: 0 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% 
NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.38 (m, 1H), 3.73 (m, 1H), 3.47 (m, 3H), 3.11 (m, 1H), 2.90 (s, 
6H), 2.28-2.08 (m, 2H), 1.98-1.90 (m, 1H),  1.77-1.53 (m, 6H), 1.48 (d, 4H, J = 6.56 Hz) 1.45-1.15 (m, 
11H), 1.06 (s, 3H), 1.04-0.85 (m, 3H), 0.82 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.75-0.63 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 72.2, 70.3, 56.8, 54.7, 54.3, 54.1, 53.9, 44.7, 42.2, 42.1, 42.0, 
41.5, 38.8, 37.4, 36.7, 36.4, 35.2, 34.7, 31.6, 30.7, 28.4, 21.1, 20.5, 14.8, 13.1, 11.3. 
HRMS calculated for C26H46O2N2
+
: 421.3789, found: 421.3793. 
 
6.2.55. 3β-Acetoxy-16β-hydroxy-20-butylkamino-5α-pregnane (56) 
Following procedure B, 20 mg of 16-hydroxypregnanolone acetate 55 (0.053 mmol), 31 μL (0.32 
mmol, 6.0 eq) of butylamine and 3.6 mg of sodium cyanoborohydride (0.058 mmol, 1.1 eq) were 
converted to 15.6 mg (68%) of desired product (Rf: 0.55 in 10% MeOH/AcOEt with 0.5% NEt3). 
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1
H NMR (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 4.68 (sept, 1H, J = 4.7 Hz), 4.35-4.15 (m, 1H), 2.32-2.19 (m 
1H), 2.10-2.03 (m, 1H), 2.01 (s, 3H), 1.85-1.59 (m, 4H), 1.56 (H2O), 1.53-1.39 (m, 5H), 1.33  (d, 3H, J 
= 6.3 Hz), 1.32-1.08 (m, 8H), 1.01 (s, 3H), 0.0.98-0.86 (m, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.71-0.59 (m, 1H). 
 
6.2.56. 3β,16β-Dihydroxy-20-butylamino-5α-pregnane hydrochloride (57) 
Following procedure D, 15.6 mg of 56 (0.035 mmol), were converted to 7.6 mg (49%) of desired 
compound as a white solid (m.p. 212
o
C with decomposition) (Rf: 0.04 in 10% MeOH/AcOEt with 
0.5% NEt3). 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  (ppm) 4.23-4.00 (dm, 1H), 3.55-3.45 (m, 1H), 3.02-2.88 (m, 1H), 
2.22-2.08 (m, 2H), 1.77-1.64 (m, 4H), 1.56-1.40 (m, 6H), 1.35-1.25 (m, 8H), 1.22-1.05 (m, 4H), 0.97 
(s, 3H), 0.92-0.86 (m, 4H), 0.85 (S, 3H), 0.71-0.60 (m, 1H). 
13
C NMR (75.5 MHz, CD3OD)  (ppm) 72.2, 70.3, 56.7, 54.5, 54.4, 54.1, 53.9, 44.7, 44.4, 41.9, 38.8, 
37.4, 36.7, 35.2, 34.7, 31.6, 30.6, 28.4, 27.7, 20.4, 19.5, 14.9, 12.5, 11.3.  
HRMS calculated for C25H46O2N
+
: 392.3523, found: 392.3523 (MH
+
). 
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List of tables 
 
Table 1: Biological activities of tomatidine analogs against S. aureus of the normal and SCV phenotypes. 
 
Table footnote : a: Potentiation fold of analogs is defined as the ratio of the MIC of gentamicin alone and the MIC of gentamicin in 
combination with the analog used at 8 µg/mL (except for compounds 14 and 16 that were used at 4 µg/mL); b:  Activity of the analogs 
against the SCV strain NewbouldhemB (MIC = ≥8 µg/mL: low activity, MIC = 0.5–4 µg/mL: moderate activity, MIC = 0.06-0.25 
µg/mL: high activity). 
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Compound 
MIC vs 
ATCC29213  
(µg/ml) 
Combination MIC vs 
ATCC29213 
(potentiaton fold 
with gentamicin)a 
MIC vs 
SCVb 
(µg/ml) 
3 
 
>64 
0.06 (8x) 
High 
0.06 
High 
4 
 
>64 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
6 
 
>64 
0.12 (4x) 
Moderate 
4 
Moderate 
8 
 
16 
0.06 (8x) 
High 
0.25 
High 
10 
 
>64 
0.06 (8x) 
High 
0.25 
High 
12 
 
32 
0.06 (8x) 
High 
1 
Moderate 
14 
 
8-16 
Active 
0.06-0.12 (4-8x) 
Moderate 
0.5-1 
Moderate 
16 
 
16 
Active 
0.06-0.12 (4-8x) 
Moderate 
0.5 
Moderate 
18 
 
32 
0.12-0.25 (2-4x) 
Moderate 
1 
Moderate 
19 
 
32 
0.12 (4x) 
Moderate 
4 
Moderate 
22 
 
>64 
0.25 (1x) 
Low 
>8 
Low 
23 
 
>64 
0.25 (1x) 
Low 
>8 
Low 
Compound 
MIC vs 
ATCC29213  
(µg/ml) 
Combination MIC vs 
ATCC29213 
(potentiaton fold 
with gentamicin)a 
MIC vs 
SCVb 
(µg/ml) 
27 
 
>64 
0.25 (1x) 
Low 
>8 
Low 
32 
 
>64 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
33 
 
>64 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
35 
 
64 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
42 
 
32 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
43 
 
32 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
44 
 
32 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
46 
 
64 
0.06 (8x) 
High 
4-8 
Moderate 
48 
 
>64 
0.12 (4x) 
Moderate 
>8 
Low 
55 
 
>64 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
57 
 
>64 
0.25 (2x) 
Low 
>8 
Low 
58 
 
>64 
0.5 (1x) 
Low 
>8 
Low 
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Figures and Schemes 
 
Figure 1. Characteristics of normal and small colony variants of S. aureus. 
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Figure 2. The structures of tomatidine and tomatine 
 
 
Figure 3: The structure of dihydrosolasodine 
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Scheme 1. Reagents and conditions: a) i- acetic formic anhydride, DIPEA, THF, rt; ii- EtOH, 
NaHCO3 buffer pH = 9.5, rt, 79% (2 steps); b) DIAD, PPH3, AcOH, THF, rt, 86%; c) HCl, EtOH, 
reflux, quant.; d) allyl methyl carbonate, Pd2(dba)3, dppp, THF, 65
o
C, 76%; e) HCl, MeOH, reflux, 
quant.; f) Dess-Martin periodinane, DCM, rt, 68%; g) NH4OAc, NaBH3CN, MeOH, pH = 6, reflux, 
69%; h) BocNH(CH2)2NH2, NaBH3CN, MeOH, pH = 6, reflux, 89%; i) BocNH(CH2)4NH2, NaBH3CN, 
MeOH, pH = 6, reflux, 44%; j) BocNH(CH2)6NH2, NaBH3CN, MeOH, pH = 6, reflux, 46%. 
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Scheme 2. Reagents and conditions:  a) PtO2, H2 (200 PSI), AcOH rt, 54%; b) Ac2O, pyridine, rt, 
16h, 9% 20 and 9% 24; c) AcOH, reflux, 15 min, quant.; d) NaOMe, MeOH, 16h, rt, 46%; e) H2 (750 
PSI), Pd/C, EtOH, HCl, 16h, rt, 12%; f) HCl, H2O, AcOH, rt, 1h; g) LiBH4, MeOH, THF, 16h, rt; h) 
HCl, MeOH, 65
o
C, 3.5h, rt (31%, 2 steps). 
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Scheme 3. Reagents and conditions : a) H2, Pd/C, 200PSI, rt, quant.; b) NaOH, MeOH reflux, quant.; 
c) tBDMSCl, imidazole, DIPEA, THF, rt, 87%; d) i- KHMDS, THF, -78
o
C, ii- TMSCl, rt, iii- NBS, -
78
o
C, 87%; e) Me2NH (32) or piperidine (33), THF, rt, 79% f) HCl, THF, rt, 75%; g) NH4OH (34), 
Me2N(CH2)3NH2 (36), BocNH(CH2)2NH2 (41), BocNH(CH2)3)NH2 (42), BocNH(CH2)4NH2 (43), 
NaBH3CN, MeOH, THF, pH 6, reflux, 40-70%.   
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Scheme 4. Reagents and conditions:  a) H2 (200PSI), Pd/C rt, quant.; b) pTSA, Ac2O, reflux, 99%; c) 
NBS, CCl4, reflux, quant.; d) N-bromoacetamide, H2O, THF, 48h, rt, 85%; e) Bu3SnH, Et3B, O2, DCM, 
rt, 73%; f) amine, NaBH3CN, MeOH, THF, pH = 6, reflux, 40-60%; g) HCl, MeOH, reflux, quant. 
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CHAPITRE 2 : INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 
 
Ici présent est une reprise et un élargissement de la discussion de l’article « Unraveling the structure-
activity relationship of tomatidine, a steroid alkaloid with unique antibiotic properties against 
persistent forms of Staphylococcus aureus » présenté à la section 1.2., sur les résultats des tests 
biologiques de ce dernier. 
 
2.1. L’activité biologique n’est pas le résultat d’un effet non-spécifique 
 
L’un des premiers résultats à considérer parmi ceux présentés dans l’article présenté est celui généré par 
le diastéréoisomère de la tomatidine, la dihydrosolasodine (58).  Ce composé est identique à la 
tomatidine, mis à part le cycle F où la stéréochimie du substituant exocyclique (C25) est inversée, ce 
qui a pour effet d’inverser la stéréochimie de la jonction spiroaminocétale des cycles E, F (C22) (Figure 
1.)   
 
 
Figure 1. Effet de la relation entre la stéréochimie des carbones C22 et C25 entre la tomatidine et la 
dihydrosolasodine. 
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Malgré leur forte analogie structurale, la dihydrosolasodine ne présente aucune activité biologique sur 
S. aureus, que ce soit comme agent potentiateur de la gentamicine, ou encore comme agent 
bactériostatique sur les SCVs.  Ce résultat indique que l’orientation des groupements fonctionnel sur les 
cycles E et F de la tomatidine est très importante à l’activité biologique.  Il est donc possible d’imaginer 
que le mécanisme d’action dépends d’interactions spécifiques avec une ou des cibles biologiques 
précises plutôt que d’interactions non-spécifiques.  
 
 
2.2. Modifications sur le cycle A 
 
Au sein de la librairie présentée dans l’article au sein de ce mémoire, 7  composés sont des analogues de 
la tomatidine portant des modifications au niveau de la fonction hydroxyle en position 3  (composés 6, 
8, 10, 12, 14, 16 et 18).  Premièrement, tous ces composés ont conservé une activité biologique 
relativement bonne, avec un facteur de potentiation variant entre 4X et 8X au niveau de l’activité de la 
gentamicine contre S. aureus (voir section 6.1 du manuscrit pour la description des tests biologiques et 
section 4 pour les résultats biologiques).  Les activités biologiques élevées des composés 6 et 10 
suggèrent que l’orientation de l’hydroxyle en position 3 du squelette stéroïdien n’a pas d’importance 
majeure dans l’activité, et les résultats des composés 12, 14, 16 et 18 suggèrent que ce groupement 
fonctionnel peut être substitué par un autre groupement électro-donneur, substitué ou non.  Les 
composés 8 et 10, quant à eux, montrent que la propriété du groupement fonctionnel de fournir une 
liaison hydrogène n’est pas critique pour l’activité biologique, autant chez S. aureus que chez les SCVs. 
 
Par ailleurs, le composé 6 (et de façon moins évidente, le composé 10) montre cependant une activité 
biologique diminuée chez les SCVs.  Cette diminution est également observée chez les composés 12, 
14, 16 et 18, présentant un mélange de diastéréoisomères à cette position.  Il est donc raisonnable de 
supposer que l’orientation du groupement électro-donneur a une importance dans l’activité contre les 
SCVs de S. aureus. 
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2.3. Modification sur les cycles E et F 
 
Comme les composés portant des modifications sur le cycle A se sont tous avérés relativement actifs 
(0.06-0.12 µg/mL en synergie avec la gentamicine, 0.25-4 µg/mL contre les SCVs), nous avons voulu 
explorer l’importance de la fonction aminocétale des cycles E et F.  L’importance de ces cycles était 
déjà bien établie par le manque d’activité de la dihydrosolasodine, tel que mentionné à la section 2.1. 
 
La première série d’analogues, conçue par ouverture des cycles E et F de la tomatidine, a donné des 
résultats intéressants.  L’analogue 19, résultant d’une ouverture sélective du cycle E, a conservé une 
activité biologique modérée autant chez les SCVs que chez les souches régulières de S. aureus.  Les 
composés 22 et 23 résultant de l’ouverture sélective du cycle F ont cependant perdu toute activité 
biologique.  Le composé 27, présentant une ouverture des deux cycles, a également perdu toute activité 
biologique.  Le composé 4 (N-formyltomatidine) présente également une perte totale d’activité.  Les 
résultats des composés 19, 22, 23 et 27 semblent montrer que la tomatidine aurait une forme active 
nécessitant une conformation fermée au niveau de l’hémiaminal, où la fonction amine serait à proximité 
du cycle D, et ce dans une conformation bien précise.  Cependant, le résultat du composé 4 semble 
indiquer que l’amine de cycle F doit présenter une certaine basicité.  Ce phénomène pourrait également 
expliquer le manque d’activité des composés 22, 23 et 27 étant donné qu’aucun essai de clivage du 
groupement acétyle n’a été fructueux avec ces composés.   
 
Afin de confirmer l’importance de la basicité de cette amine terminale, une autre série d’analogues a été 
synthétisée à partir de l’acétate de pregnénolone. L’objectif de cette série était de « déconstruire » pour 
mieux analyser le rôle de la chaine carbonée constituant les cycles E et F, ainsi que d’explorer la 
diversité autour de ce site.  Les composés 32, 33, 35, 42, 43, 44, 46 et 48 n’ont pas montré d’activité 
chez les SCVs, et seulement une activité faible chez S. aureus.  Les composés 46 et 48 ont cependant 
montré une bonne activité comme agent potentiateur de la gentamicine, sans toutefois montrer 
d’activité chez les SCVs.  Il est intéressant de comparer le composé 19, qui présente un groupement 
hydroxyle en position 16 et une amine proximale au cycle D substituée par une fonction grasse, et les 
composés 46 et 48, qui ne présentent pas la fonction hydroxyle.  Ces 3 composés ont une activité 
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biologique similaire chez S. aureus, mais seul 19 est actif contre les SCVs.  Basé sur cette observation, 
une forme active pourrait être un intermédiaire partiellement ouvert, tel que présentée à la figure I.15.  
Les analogues 55 et 57 ont été synthétisés pour vérifier cette hypothèse. Cependant, l’analogue 57, 
structurellement proche du composé actif 46, perd toute activité biologique chez les souches régulières 
de S. aureus, sans toutefois acquérir une activité chez les SCVs.  Ces résultats permettent encore une 
fois de suggérer une structure active fermée.   
 
Les résultats des composés 19, 46, 48 et 57 sont également très intéressants car ils permettent 
d’observer un profil de sélectivité entre les activités chez S. aureus et son phénotype SCV.  Il est donc 
possible de suggérer que nous sommes ici en présence de deux mécanismes d’action distincts, et 
possiblement deux cibles biologiques distinctes.   
   
 
2.3. Nouvelle activité antibiotique 
 
De façon générale, les composés synthétisés au cours de ce projet ne présentaient aucune activité 
antibactérienne significative lorsqu’employé seuls contre les souches régulières de S. aureus.  Tous les 
composés synthétisés avaient une concentration minimale inhibitrice de l’ordre de 32 μg/mL ou plus.  
Dans plusieurs cas, la concentration minimale inhibitrice était impossible à mesurer, en fonction de la 
faible solubilité des composés en milieu aqueux.  Cependant, deux de ces composés se sont démarqués 
en présentant une activité antibactérienne lorsqu’employés seuls.  Les analogues 14 et 16, présentant un 
groupement éthylènediamine et butylènediamine en position 3 ont montré une activité biologique 
notable contre la souche ATCC29213 de S. aureus, allant jusqu’à 8 μg/mL dans le cas du composé 14.  
Il est actuellement impossible de déterminer si cette activité biologique nouvelle est due à un effet 
stérique, une interaction polaire ou un pont hydrogène, à une augmentation de la pénétration cellulaire 
ou encore simplement à une augmentation de la solubilité du composé en milieu aqueux.  Bien 
qu’actuellement trop faible pour être employée en monothérapie, l’activité biologique de ces deux 
composés ouvrent la porte pour développer des composés ayant une activité antibactérienne propre, et 
possiblement au développement d’analogues permettant d’étudier la possibilité d’une monothérapie.  À 
l’opposé, le composé 18 a montré une baisse d’activité biologique autant comme agent potentiateur que 
comme antibiotique chez S. aureus et ses SCVs.   
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2.4. Résumé de la SAR 
 
Les analogues synthétisés à date nous ont permis d’établir quelques points importants de SAR.  
D’abord, nous avons pu démontrer l’importance d’un accepteur de ponts hydrogènes en position 3.  
Bien que son orientation ne semble pas être importante au niveau de l’activité potentiatrice des 
aminoglycosides, une orientation β semble être préférée au niveau de l’activité chez les SCVs.  Nous 
avons également pu confirmer la nécessité de la stéréochimie au niveau de l’aminocétale sur les cycles 
E et F pour l’activité contre les variantes à petites colonies.  Au niveau de l’activité potentiatrice des 
composés, l’aminocétal ne semble pas critique, mais la présence d’une fonction amine proximale au 
cycle D semble importante.  À l’opposé, les analogues imitant la forme ouverte de l’aminocétal et 
présentant une fonction amine distante liée au squelette stéroïdien semblaient perdre leur activité 
biologique.  Comme les modifications apportées au cycle A semblent mieux tolérées que les 
modifications impliquant la fonction aminocétale, il semblerait juste d’affirmer que cette fonction joue 
un rôle important dans l’activité biologique.  Pour conclure, les analogues présentant des chaines 
diaminées en position 3 exhibent une activité antibiotique autant contre les souches régulières que chez 
le phénotype SCV de S. aureus, bien que les raisons de cette nouvelle activité soient toujours obscures. 
Finalement, quelques composés permettent d’observer un profil de sélectivité entre les activités chez S. 
aureus et son phénotype SCV et suggèrent des mécanismes d’action distincts. Puisque la différence 
fondamentale entre les souches normales et les SCVs résident dans la chaine respiratoire et la force 
proton motrice, il est possible que la synergie observée avec les aminoglycosides contre les souches 
normales demande une activité spécifique et distincte pour interagir ou traverser une membrane 
cellulaire pleinement fonctionnelle.   
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
Les agents antibactériens jouent un rôle fondamental dans notre système médical.  Malgré notre arsenal 
d’antibiotiques existants déjà existant, la pénurie de nouvelles classes de ces composés, combinée à 
l’apparition de mécanismes de résistance induits par l’évolution rapide des bactéries pathogènes, a 
permis l’émergence d’espèces multi-résistantes et persistantes.  Il est donc important de découvrir des 
composés présentant de nouveaux mécanismes d’actions antibactériens et un potentiel d’application 
thérapeutique. 
 
Au cours de ce projet, nous avons établi une première analyse de la relation entre la structure de la 
tomatidine et ses différentes activités sur S. aureus.  Ceci nous a donné une compréhension des 
fonctions nécessaires aux différentes activités biologiques, et a ouvert la porte à de nombreuses autres 
modifications, et même à une nouvelle activité jamais observée auparavant pour ce composé. 
 
Une librairie de 34 composés a donc été synthétisée et testée pour leur activité biologique contre S. 
aureus, pour leur effet potentiateur pour la gentamicine contre S. aureus, et également pour leur activité 
antibactérienne contre les variantes de petites colonies de S. aureus, un phénotype associé à une 
augmentation de la persistance et de la résistance des infections bactériennes.  Cette librairie de 
composés nous a permis de consolider notre hypothèse sur un mécanisme d’action spécifique à une 
cible biologique particulière, bien que celle-ci n’ait toujours pas été identifiée.  Nos résultats nous ont 
également permis d’observer une différenciation entre l’activité potentiatrice des aminoglycosides et 
l’activité inhibitrice sur le phénotype SCV.  Au niveau de la SAR, nous avons confirmé l’importance 
cruciale d’une forme fermée de la fonction spiroaminocétale dans l’activité sur les SCVs, bien que cette 
fonction puisse être légèrement modifiée au niveau de la synergie avec les aminoglycosides.  Nous 
avons également réussi à moduler la fonction hydroxyle en position 3.  Bien que l’orientation β semble 
être favorisée pour l’activité biologique, cette fonction peut être substituée ou encore carrément 
modifiée.  Des analogues portant des diamines à cette position ont montré une faible activité sur S. 
aureus en monothérapie, ce qui n’avait encore jamais été observé parmi nos analogues.   
 
Ces résultats ouvrent la porte à une série de nouvelles modifications pour approfondir nos 
connaissances sur la SAR de la tomatidine.  Quelques idées sont suggérées ici (Figure 2).  Au niveau de 
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la position 3, il serait intéressant de vérifier l’importance de chacune des amines en changeant par 
exemple l’amine proximale du cycle par un autre atome effectuant la liaison (59), ou encore modifier 
l’amine terminale par substitution (60).  Il serait également possible de remplacer la chaine 
éthylènediamine par une glycine (61), ou bien simplement réduire la fonction alcool de départ en alcane 
(62), bien que ce genre de composé présente des problèmes de solubilité en milieu biologique.  Au 
niveau des cycles E et F,  il pourrait être intéressant d’imiter une forme partiellement ouverte, mais qui 
ne présente pas  l’hydroxyle en position 16 (63 et 64), ou encore un analogue des formes ouvertes active 
présentant différentes substitutions au niveau de l’amine. 
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Figure 2. Suggestions d’analogues pour continuer l’exploration de la SAR. 
 
La tomatidine, par ses multiples effets biologiques contre S. aureus, est un composé présentant un bon 
potentiel d’application thérapeutique.  En effet, son effet potentiateur pour les aminoglycosides, son 
effet bactériostatique contre les souches présentant un phénotype SCV, et son effet anti-virulence en 
font un composé à action multiple qui favorise l’élimination de ce pathogène.  Ce composé présente 
donc un intérêt particulier dans la recherche de nouveaux agents antibactériens. 
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